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Die chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen Morbus Crohn und Colitis ulzerosa sind 
wiederkehrende, nicht heilbare, immunvermittelte Krankheiten unklarer Ursache. 
Genetische Prädisposition und Umweltfaktoren können die Barrierefunktion der 
Darmmukosa stören, so dass eine überschiessende Entzündungsreaktion folgt, die durch 
kommensale Bakterien der normalen Darmflora verstärkt wird. Die Infektion mit H. pylori 
im Magen kann zu Gastritis, Ulkuskrankheit und der Entstehung von MALT-Lymphomen 
und Magenkarzinomen führen. An der Erkennung von bakteriellen Bestandteilen im 
Gastrointestinaltrakt sind Toll-like-Rezeptoren (TLR), als Komponenten des angeborenen 
Immunsystems maßgeblich beteiligt. In der vorliegenden Arbeit wurden Veränderungen 
der Bakterienflora bei Ileitis, Colitis und bei Vorliegen einer H. pylori-Infektion im 
Mausmodell untersucht. Durch eine globale Florenanalyse mit klassischen 
mikrobiologischen und molekularbiologischen Techniken konnte gezeigt werden, dass die 
Konzentrationen an Gram-negativen Stäbchenbakterien während der Entzündung in 
Ileum und Colon anstiegen. Die bakteriellen Faktoren, die eine Ileitis induzierten, wurden 
durch den Einsatz von gnotobiotischen TLR-defizienten Mäusen mit definierter bakterieller 
Rekolonisierung ermittelt. Hierbei zeigte sich, dass eine Ileitis durch das LPS von 
akkumulierenden E. coli über die TLR4-vermittelte Signaltransduktion verstärkt wurde. 
Die Entzündungsreaktionen konnten durch Behandlung mit Antibiotika oder dem LPS-
Antagonisten Polymyxin B gebessert werden. In Folge einer H. pylori-Infektion kam es im 
Mausmagen zu einer erhöhten Diversität der Bakterienflora durch die Besiedelung mit 
Bakterienarten, die normalerweise das Colon kolonisieren. Eine derartige 
Florenverschiebung konnte durch eine Vakzinierung gegen H. pylori verhindert werden. 
Da durch den Erhalt der kommensalen Laktobazillen-Flora im Magen der Maus potentiell 
nitrosaminbildende Bakterien nicht wachsen konnten, hat sich die Immunisierung gegen 
H. pylori im präklinischen Tiermodell als sinnvoll erwiesen. Die Tiermodelle zur T. gondii-
induzierten Ileitis und DSS-Colitis erlauben eine reproduzierbare Analyse 
entzündungsrelevanter Komponenten und damit die Möglichkeit, therapeutische 
Ansatzpunkte, wie z.B. den Einsatz von Lipopolysaccharid-Inhibitoren, die Blockade von 
TLR4 oder dem LPS-Bindeprotein oder den Einsatz von Probiotika, unter definierten 




1.1 Chronisch–entzündliche Darmerkrankungen beim 
Menschen  
Morbus Crohn und Colitis ulzerosa sind chronisch-entzündliche Darmerkrankungen (CED), 
die in Schüben verlaufen und bisher nicht heilbar sind. Beide Krankheitsbilder werden 
durch überschiessende Immunreaktionen vermittelt, deren genaue Ursache nicht bekannt 
ist. Bei beiden Erkrankungen bestehen ulzerative Entzündungen im Gastrointestinaltrakt. 
Beim M. Crohn ist die Entzündungsreaktion meist am Übergang zwischen Dünndarm und 
Dickdarm lokalisiert, doch die Entzündungen können im gesamten Verlauf des 
Verdauungstrakts auftreten. Gesunde und entzündete Darmabschnitte können 
nebeneinander liegen. Der Entzündungsprozess erfasst hierbei alle Schichten der 
Darmwand, so dass es häufig zur Bildung von Fisteln, Fissuren, eitrigen Abszessen und 
Stenosen kommt. Die Colitis ulzerosa ist im Gegensatz zum M. Crohn auf die 
Darmschleimhaut (Mukosa) des Colons beschränkt. Zu Beginn der Erkrankung haben ca. 
25-55% der Patienten nur einen Befall des Mastdarms. Im Verlauf der Krankheit breitet 
sich die Colitis aufsteigend unterschiedlich weit ins Colon aus (www.dccv.de; 
Internetseite: Deutsche Morbus Crohn / Colitis ulzerosa Vereinigung e.V.). 
 
Abb. 1: Morbus Crohn und Colitis ulzerosa. Lokalisationen von Entzündungsprozessen im 
Gastrointestinaltrakt. M. Crohn kann sich im gesamten Verdauungstrakt manifestieren, die Colitis ulzerosa ist zu 
95% auf das Colon beschränkt (Quelle: Kompetenznetz Darmerkrankungen; www.kompetenznetz-ced.de).  
Die Inzidenz von M. Crohn beträgt etwa 10-200 / 100.000 pro Jahr weltweit, wobei es 
seit den 1960er Jahren einen 8-10fachen Anstieg gibt. Die Inzidenz ist in Nordeuropa und 
Nordamerika weit höher als in Ländern der südlichen Hemisphäre. Der Lebensstandard, 
verbunden mit bestimmten Ernährungsgewohnheiten, könnte damit zur 
Krankheitsentstehung beitragen. Bei der Colitis ulzerosa beobachtet man eine stabile 
weltweite Inzidenz von 10-20/100.000 pro Jahr und keine eindeutige Abhängigkeit vom 
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Lebensstandard (MacDonald & Monteleone 2005). In Deutschland sind etwa 130.000 
Menschen an M. Crohn und ca. 165.000 an Colitis ulzerosa erkrankt. Meist erkranken 
junge Menschen, Männer und Frauen zu etwa gleichen Teilen, im Alter zwischen 20-35 
Jahren, wobei aber auch Kinder und ältere Menschen betroffen sein können. Die 
Krankheitsausprägung kann bei M. Crohn und Colitis ulzerosa unterschiedlich stark sein. 
Bei beiden Erkrankungen kommt es in der Regel zu Durchfällen und Schmerzen. Bei 
beiden Krankheitsformen können weiterhin Folgeerscheinungen wie z.B. Stenosen durch 
rezidivierende Entzündungen, Ernährungsmängel, Gewichtsverlust, erhöhtes Krebsrisiko 
und häufige diagnostische und chirurgische Eingriffen, sowie extraintestinale 
Manifestationen wie z.B. schmerzhafte Gelenkentzündungen die Lebensqualität der CED-
Patienten zusätzlich beeinträchtigen (Kompetenznetz Darmerkrankungen; 
www.kompetenznetz-ced.de). Forschungsergebnisse aus der Grundlagenforschung, der 
Humangenetik und aus klinischen Studien legen nahe, dass eine genetische Disposition, 
die Darmflora und Umwelteinflüsse bei Auslösung und Ausprägung der CED eine Rolle 
spielen können. Vermutlich kommt es nach einer Störung der intestinalen Epithelbarriere 
zu einem Kontakt von natürlichweise im Darm lebenden Bakterien (Kommensalen) mit 
Immunzellen, die in einem genetisch prädisponierten Wirt eine überschiessende 
Immunantwort auslösen. Sowohl M. Crohn und Colitis ulzerosa zeigen eine aktivierte 
angeborene (über Makrophagen und neutrophile Granulozyten) und erworbene (über T-
und B-Zellen) Immunantwort und einen Zusammenbruch der Toleranz gegenüber 
kommensalen Darmbakterien. Die Toleranz gegenüber der eigenen Bakterienflora wird 
normalerweise durch regulatorische T-Zellen (Treg), natürliche Killer (NK) T-Zellen, B-
Lymphozyten und dendritische Zellen und deren Sekretion von Zytokinen wie z.B. TGF-
beta (engl.:Transforming Growth Factor-beta), Interleukin 10 (IL-10) und Interferon-
alpha/beta erreicht. Bei beiden Erkrankungen ist die Menge an aktivierten Makrophagen 
und dendritischen Zellen in der Lamina propria erhöht, und es kommt zu einer 
gesteigerten Ausschüttung von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, sowie 
zu einer verstärkten Expression von Adhäsions- und ko-stimulatorischen Molekülen 




Abb. 2: Immunregulatorische Zellen und Prozesse im Darm. Das darmassoziierte lymphoide Gewebe (engl.: 
gut-associated lymphoid tissue, GALT) enthält spezialisierte M-Zellen, die kontinuierlich bakterielle Antigene 
vom Lumen ins lymphoide Gewebe aufnehmen. Dendritische Zellen (DC) in der Lamina propria (LP) können 
zwischen den Epithelzellen ebenfalls Bakterien aus dem Darmlumen aufnehmen. Das Epithel ist angefüllt mit 
CD8+ T-Zellen (Intraepitheliale Lymphozyten, IEL), die Lamina propria enthält CD4+ T-Zellen, Makrophagen und 
IgA-Antikörper-produzierende Plasmazellen. T-Zell-initiierte Gewebeschädigungen können durch 
immunsuppressive Zytokine (IL-10 und TGF-beta) und regulatorische T-Zellen (Treg) inhibiert werden. (nach 
MacDonald & Monteleone 2005). 
Die zelluläre adaptive Immunantwort wird über T-Helferzellen (CD4+) vermittelt. Nach 
dem Kontakt mit antigenpräsentierenden Zellen (APZ) kommt es zur Aktivierung naiver 
T-Helferzellen mit einer anschliessenden Differenzierung in verschiedene Untergruppen 
und zur klonalen Expansion (Murphy & Reiner 2002). Generell wird eine Differenzierung 
von aktivierten CD4+ T-Helferzellen zum Typ1 (Th1) oder Typ2 (Th2) beschrieben. Th1-
Zellen produzieren überwiegend IFN-gamma, TNF-beta und IL-2. Diese Zytokine werden 
einerseits zur Überwindung intrazellulärer Infektionen benötigt, sind aber andererseits 
auch mitverantwortlich für die Gewebezerstörung bei chronisch entzündlichen 
Erkrankungen. Th2-Zellen produzieren vor allem IL-4, IL-5 und IL-13 und sind zur 
Bekämpfung parasitärer Erkrankungen notwendig, spielen aber auch eine wichtige Rolle 
in der Pathogenese allergischer Erkrankungen (Abbas et al. 1996; Kamradt & Burmester 
1998; Infante-Duarte & Kamradt 1999). IL-4 führt z.B. zur Sensibilisierung basophiler 
Mastzellen, IL-5 zur Aktivierung eosinophiler Granulozyten, IL-10, IL-13 und TGF-beta 
wirken inhibierend auf IFN-gamma. Die vorherrschenden Zytokine IL-12 aus Th1-Zellen 
bzw. IL-4 aus Th2-Zellen wirken inhibierend auf den jeweiligen anderen Aktivierungsweg. 
Ob sich aus einer undifferenzierter Vorläuferzelle entweder eine Th1- oder einer Th2-Zelle 
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entwickelt, wird im besonderem durch Zytokine gesteuert (Murphy et al. 2000). Die 
Sekretion von IL-12 und IL-18 aus APZ resultiert z.B. in einer Differenzierung von 
aktivierten CD4+ T-Zellen zu Th1-Zellen, die ihrerseits IFN-gamma ausschütten. Th-
Zellen, die andere als die o.g. typischen Th1- oder Th2-Zytokine produzieren, sind 
beschrieben als Th0 (Firestein et al. 1989), Th3 (Chen et al. 1994) oder Tr1 (Groux et al. 
1997). Th0-Zellen können sowohl Typ 1- als auch Typ 2-Zytokine produzieren. Der Status 
der Th0-Zellen als eine stabil differenzierte Subpopulation ist allerdings noch nicht voll 
geklärt (Abbas et al. 1996; Firestein et al. 1989; Löhning et al. 1999). Th3-Zellen 
produzieren vor allem TGF-beta und verhindern möglicherweise die Differenzierung von 
Th1- und Th2-Zellen (Chen et al. 1994). In vitro polarisierten Tr1-Zellen, gekennzeichnet 
durch die Produktion von IL-10 und IL-5, wird eine immunsupprimierende Wirkung 
zugeschrieben (Groux et al. 1997). Regulatorische T-Zellen (Treg), die Einfluss auf die 
Modulation entzündlicher Prozesse haben, sind durch Ausprägung verschiedener Marker 
voneinander abgrenzbar. Dass sind z.B. CD4+CD25+ auf natürlich vorkommenden 
regulatorischen T-Zellen (N-Tregs), CD4+CD25- bei induzierbaren naiven T-Zellen (Tr1), 
CD4-CD25+DX5+ bei natürlichen Killer T-Zellen (TrNKT) und CD4-CD25+CD8+ bei 
zytotoxischen T-Zellen (TrCTC) (McGee & Agrawal 2006). Der Unterschied zwischen M. 
Crohn und Colitis ulzerosa hinsichtlich immunpathologischer Antwort besteht darin, dass 
beim M. Crohn eine vom Th1-Typ vermittelte Antwort vorliegt. Dabei differenzieren 
aktivierte CD4+ T-Helferzellen nach Stimulation durch IL-12 und IL-18 aus Makrophagen 
und DCs zu T-Zellen vom Typ1 (Th1-Zellen), die eine starke IFN-gamma Produktion 
bewirken. Isolierte CD4+ T-Zellen von Crohn-Patienten produzieren wie für eine Th1-
Antwort typisch IFN-gamma und IL-12p40. Makrophagen von M. Crohn Patienten können 
grosse Mengen an Th1-induzierendem IL-12 und IL-18 produzieren. Die sich daraus 
differenzierenden Th1-Zellen sind durch diese Zytokine gegen Apoptose geschützt und 
können so den Entzündungsprozess in Gang halten (Monteleone et al. 1999; MacDonald 
& Monteleone 2001, 2005). Das Zytokinprofil der Colitis ulzerosa wird dagegen als Th2-
Antwort eingestuft. Der bei einer Th2-Antwort vorliegende Anstieg von IL-4 und IL-5 ist 
aber in ulzerierten Geweben nicht permanent erkennbar. Somit wird die T-Zell Antwort 
bei der Colitis ulzerosa als eine eher atypische Th2-Antwort beschrieben, bei der 
natürliche Killer T-Zellen IL-13 ausschütten, in deren Folge ein zytotoxischer 
Epithelschaden im Colon herbeigeführt wird (Fuss et al. 1996, 2004). 
1.2 Die Rolle der Darmflora bei chronisch-entzündlichen 
Darmerkrankungen 
In der Darmflora des Menschen finden sich mindestens 50 Bakteriengattungen mit 
einigen hundert Arten (Finegold et al. 1983; Salfinger et al. 1980; Simon et al. 1984), 
wobei die Bakteriendichte und Diversität vom Magen zum Dickdarm konstant zunimmt. 
Die Bakterienkonzentration im Colon beträgt etwa 1010–1012 Bakterien pro Gramm 
Darminhalt. Die dominanten Gruppen sind Bacteroidales, Bifidobacterium, 
 
-11- 
Enterobacteriaceae, Clostridiales und Lactobacillales. Mehr als 90% der Darmflora sind 
obligate Anaerobier. Im gesunden Zustand machen Escherichia coli und andere, nahe 
verwandte Enterobakterienarten nur einen geringen Teil der Flora aus (Donskey et al. 
2003). Bakterien der normalen Darmflora, die durch Rezeptoren des angeborenen 
Immunsystems (siehe unten) erkannt werden, sind an der Auslösung und Ausprägung 
chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen (CED) beim Menschen und im Tiermodell 
(Wirtz & Neurath 2000; Thompson-Chagoyan et al. 2005; Tlaskalova-Hogenova et al. 
2004, 2005; Sartor 2006) ursächlich beteiligt. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind 
trotz zahlreicher Untersuchungen noch weitgehend unklar, und insbesondere für das 
Ileum ist nicht bekannt, wie sich definierte Bakterienarten auf die Entzündungsreaktion 
auswirken. Das immunologische Sensor-Effektorsystem des Gastrointestinaltraktes 
reagiert auf die Bakterien normalerweise tolerant. Man nimmt deshalb an, dass 
genetische Prädisposition und/oder Veränderungen der Darmflora die Auslösung und 
Ausprägung entzündlicher Darmerkrankungen determinieren (MacDonald & Monteleone 
2005). 
 
Abb. 3: Signalweiterleitung durch TLRs in der Mukosa. Kommensale Darmbakterien haben i.d.R. einen 
schützenden Effekt oder werden vom Immunsystem toleriert. Bei Störungen der intestinalen Barriere können 
Antigene aus kommensalen und/oder pathogenen Bakterien entzündliche Immunantworten auslösen 
(entnommen aus Strober 2004) 
Individuelle und altersspezifische Variabilitäten der Darmflora (Franks et al. 1998; Sghir 
et al. 2000; Hopkins et al. 2001) weisen darauf hin, dass das angeborene Immunsystem 
auch auf die Zusammensetzung der Darmflora Einfluß nehmen könnte (van de Merwe et 
al. 1983; Medzhitov & Janeway 1997). Es sollte demnach möglich sein CED, wie M. Crohn 
oder Colitis ulzerosa durch gezielte Immunmodulation und/oder Veränderung der 
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Darmflora therapeutisch zu beeinflussen oder im Idealfall den Ausbruch der Erkrankung 
zu verhindern bzw. schwere klinische Verläufe durch geeignete Massnahmen 
abzumildern. Eine krankheitsauslösende und/oder –unterhaltende Rolle der „normalen“ 
Darmflora bei der CED ist inzwischen gut belegt (Sartor 1995, 1997a, 2004, 2006; Elson 
et al. 2001; Swidsinski et al. 2002; Campieri & Gionchetti 2001; MacDonald & 
Monteleone 2005). Verschiedene Tiermodelle haben einen wesentlichen Beitrag zur 
Aufklärung der Pathogenese dieser Erkrankungen geleistet (Pizarro et al. 2003; Elson et 
al. 2005). Das bisher einzige detaillierte Modell für eine spontan-chronische Ileitis ist die 
SAMP1/Yit(Fc) Maus, die nach mehreren Monaten eine chronische Entzündung im 
Dünndarm entwickelt (Matsumoto et al. 1998; Kosiewicz et al. 2001; Bamias et al. 
2002). Für die chronische Colitis, die sich in dem Mausstamm C3H/HejBir ausbildet 
konnte erstmals gezeigt werden, dass bakterielle Antigene der kommensalen 
Bakterienflora an der Ausbildung von aggressiven T- und B-Zellantworten beteiligt sind 
(Sundberg et al. 1994, Elson et al. 2004). Durch definierte Besiedelung keimfrei 
gehaltener Tiere konnte gezeigt werden, dass mehrere Bakterienarten im Darm von 
Nagetieren, die durch Deletion oder Überexpression von Genen Immundefekte aufweisen, 
eine experimentelle Colitis hervorrufen können (Rath et al. 1996, 1999ab, 2001). 
Ausserdem gibt es Hinweise, dass die Diversität der Darmflora im Verlauf der Entzündung 
stark eingeschränkt wird. Sowohl bei der CED des Menschen (Boudeau et al. 1999; 
Seksik et al. 2003; Darfeuille-Michaud 1998; Martin et al. 2004; Barnich et al. 2003), als 
auch bei der experimentellen Darmentzündung im Tiermodell (Schuppler et al. 2004) 
konnte gezeigt werden, dass Enterobacteriaceae und Bacteroides-Arten der Darmflora im 
Darm akkumulieren und mit Entzündungsherden assoziiert sind (Ott et al. 2004). Der 
initiale Kontakt zwischen Darmbakterien und Immunzellen erfolgt über die Rezeptoren 
des angeborenen Immunsystems, die mikrobielle Zellbestandteile erkennen und 
Immunantworten auslösen (Medtzhitov & Janeway 2000; Gewirtz & Mandara 2001; 
Pulendran et al. 2001). Über die sog. „Toll-like Rezeptoren“ (TLR) kann das Immunsystem 
extrazelluläre Mikroorganismen detektieren (Akira et al.. 2001; Kaisho & Akira 2003; 
Takeda et al. 2003; Takeda 2005), während die Proteine der Caspase recruitment domain 
(CARD)/ nucleotide binding and oligomerization domain (NOD)-Familie (intrazelluläre 
Bakterien erkennen (Inohara et al. 2001; Silverman & Maniatis 2001; Ogura et al. 2001; 
Hugot et al. 2001, Hugot 2006; Rescigno & Nieuwenhuis 2007). Die TLR- bzw- 
CARD/NOD-abhängige Aktivierung des Immunsystems geschieht über Signalkaskaden, 
an denen verschiedene Adapterproteine, wie z.B. das MyD88-Protein (myeloid 





Abb. 4: Membranständige und intrazelluläre TLR- und CARD15/NOD2-Signalweiterleitung von intestinalen 
Epithelzellen mit Liganden und Signalwegen. (A) Die TLR-4 und MD-2 Expression ist in intestinalen Epithelzellen 
niedriger als in Immunzellen. Eine Intrazelluläre Erkennung von LPS via TLR-4, assoziiert mit dem Golgi-
Apparat, wurde beschrieben. TLR-2 wird möglicherweise an der Oberfläche nur schwach exprimiert und 
beeinflußt inhibitorische Moleküle (Tollip, SIGIRR). TLR-5 kann basolateral und apikal exprimiert werden. NOD2 
und TLR-9 sind intrazelluläre Rezeptoren. (B) Modell für TLR-2 und CARD15/NOD2 Interaktionen in der Lamina 
propria. M. Crohn assoziierte Mutationen in CARD15/NOD2 (in Abb.4B; Blitzzeichen bei LRR) resultieren in 
verminderter NF-kappaB Aktivierung durch Muramyldipeptid (MDP) und verminderter IL-10 Freisetzung als 
Antwort auf eine TLR-2 Signalweiterleitung (entnommen aus Abreu et al. 2005). 
Nach Bindung der Bakterienbestandteile an TLRs bzw. NOD-Proteine, resultiert eine 
Aktivierung des Immunmediators NF-κ(kappa)B, der die Zytokinsynthese induziert 
(Hallmann et al. 2001). Polymorphismen der TLR- und CARD/NOD-Proteine führen zu 
immunologischen Fehlregulationen und sind offenbar an der Immunpathogenese der CED 
beteiligt. So wurde gezeigt, dass Mutationen in TLR4 (Franchimont et al. 2004; Torok et 
al. 2004) und CARD15/NOD2 (Ogura et al. 2001; Hugot et al. 2001; Hampe et al. 2001) 
signifikant mit der CED beim Menschen assoziiert sind. Aktuelle Ergebnisse belegen, dass 
Mutationen im CARD15/NOD2-Gen auch mit entzündlichen Veränderungen der 
Darmmukosa bei Knochenmark- oder Stammzell-transplantierten Patienten in 
Zusammenhang stehen (Holler et al. 2004). In entsprechenden gendefizienten Mäusen 
konnte gezeigt werden, dass NOD2 als negativer Regulator von TLR2-vermittelten 
Immunantworten wirkt (Watanabe et al. 2004) und diese Funktion könnte erklären, 
warum Mutationen in CARD15/NOD2 auch im Menschen mit der Entstehung von 
Darmentzündung assoziiert sind. So findet sich mindestens eine von drei bekannten 
Mutationen in der CARD15 Region bei 25-30% der europäisch-stämmigen, allerdings 
nicht bei asiatisch-afrikanisch-stämmigen M. Crohn Patienten (Newmann & Siminovitch 
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2005). Die CARD15/NOD2 Mutation ist demnach eher als Prädisposition zu sehen und 
steht vielleicht nicht in direktem, kausalem Zusammenhang mit dem M. Crohn, da eine 
erhöhte Inzidenz von M. Crohn bei Trägern der CARD15/NOD2 Mutation nicht gefunden 
werden konnte (Rescigno & Nieuwenhuis 2007). Erkennungsmoleküle des angeborenen 
Immunsystems werden zell- bzw. gewebsspezifisch exprimiert. Im Mausdarm werden die 
für Bakterien relevanten TLRs konstitutiv exprimiert, wobei die Produktion im Colon am 
stärksten ist (Ortega-Cava et al. 2003). Studien mit Colonepithelzellen des Menschen 
zeigten, dass TLR4 und der Ko-Rezeptor MD-2 in bestimmten Zelllinien nur in geringem 
Maß exprimiert werden und somit eine verminderte Reaktion auf Lipopolysaccharid (LPS) 
stattfindet (Abreu et al. 2001, Naik et al. 2001, Suzuki et al. 2003). Auch die Antwort auf 
TLR2-Liganden ist bei intestinalen Epithelzellen nur schwach ausgeprägt (Melmed et al. 
2003) und eine längere Gabe von LPS oder Lipoteichonsäure (LTA) kann eine 
Kreuztoleranz von TLR2- bzw. TLR4-Liganden induzieren (Otte et al. 2004). Das 
angeborene Immunsystem kann demnach über TLRs vermutlich nicht zwischen 
pathogenen und kommensalen Bakterien diskriminieren, wenn keine Invasion ins 
subepitheliale Gewebe erfolgt oder bestimmte Pathogenitätsfaktoren vorliegen (Abreu et 
al. 2005). Die Tatsache, dass bei der durch Dextransodiumsulfat-(DSS) induzierten Colitis 
eine verstärkte TLR-Expression zu beobachten war, weist darauf hin, dass die TLRs bei 
entzündlichen Prozessen des Darms eine wichtige Rolle spielen. Es wird auch vermutet, 
dass TLRs und CARD15/NOD2 bei der durch dendritische Zellen vermittelten 
immunologischen Toleranz gegenüber Darmbakterien beteiligt sind (Gewirtz & Mandara 
2001; Pulendran et al. 2001; Akira et al. 2001; Kaisho & Akira, 2003; Medvedev et al. 
2001; Rescigno et al. 2001; Michelsen et al. 2001; Strober 2004; Rescigno & Chieppa 
2005). Die Interaktionen zwischen Darmflora und mukosalem Immunsystem sind derzeit 
Gegenstand intensiver Forschungstätigkeiten. Neueste Arbeiten am Menschen und im 
Mausmodell belegen, dass die Modulation der Darmflora entzündliche Prozesse im Colon 
mildern kann. Bei Patienten mit allogener Knochenmark-Transplantation führte die Gabe 
eines probiotisch wirkenden Lactobacillus rhamnosus GG zu einem Rückgang der akuten 
GvHD (Gerbitz et al. 2004). Im einem DSS-Colitismodell mit Mäusen konnte gezeigt 
werden, dass die Erkennung bakterieller DNA (aus einer probiotischen Formulierung; 
VSL-3) durch TLR9 eine Reduktion der entzündlichen Aktivität bewirkt (Rachmilewitz et 
al. 2004). In diesem Zusammenhang ist auch die Beobachtung von Bedeutung, dass die 
Erkennung von Darmbakterien durch TLRs für die Differenzierung von Enterozyten 
essentiell zu sein scheint. Differenzierte Enterozyten der Darmmukosa können vor der 
toxischen Wirkung von DSS besser schützen als wenig differenzierte Zellen (Rakoff-
Nahoum et al. 2004). Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Experimente bauen 
direkt auf den beschriebenen aktuellen Befunden auf und sollten den Erkenntnisstand 
durch Aufklärung der beteiligten Mechanismen sowohl auf Wirtsseite, als auch durch eine 
umfassende Analyse der Darmflora sinnvoll erweitern. So sollte festgestellt werden, 
welche Mechanismen der Interaktion zwischen Darmbakterien und dem Immunsystem in 
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der entzündeten Darmmukosa zugrundeliegen und ob eine Modulation der Darmflora zur 
Milderung des Entzündungsgeschehens beitragen kann. 
1.3 Tiermodelle für Darmentzündung (Ileitis und Colitis)  
In Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Oliver Liesenfeld am Institut für 
Infektionsmedizin, Abt. Medizinische Mikrobiologie und Infektionsimmunologie (Charité 
Universitätsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin) wurden in Vorarbeiten 
Mausmodelle für verschiedene Formen der Darmentzündung entwickelt. Da sich die 
Colitis ulzerosa fast ausschliesslich im Colon manifestiert und der M. Crohn im Gegensatz 
dazu auch proximal höher gelegene Darmabschnitte befallen kann, wurden für Colitis und 
Ileitis zwei separate Mausmodelle etabliert. Die durch orale Infektion mit dem Parasiten 
Toxoplasma gondii (Eimeriida, Sarcocystidae) induzierte terminale Ileitis (Liesenfeld 
2002) ist ein Modellsystem, in dem die Wechselwirkungen der Darmflora mit der 
entzündeten Dünndarm-Mukosa untersucht werden können. Die orale Gabe von 100 
Zysten T. gondii (Stamm ME49) führt bei empfänglichen Mäusen mit dem Haplotyp 2b zu 
einer massiven Entzündung des terminalen Ileums. Darmpathologie und das Zytokinprofil 
entsprechen einer Th1-Immunantwort und sind ähnlich wie beim M. Crohn im akuten 
Schub (Liesenfeld 2002). Am Tag sieben nach oraler T. gondii-Infektion findet sich bei 
infizierten Tieren in der Fraktion der mononukleären Zellen in der Lamina propria des 
kleinen Intestinums (engl.: lamina propria mononuclear cells, LPC) eine erhöhte Anzahl 
von CD4+ T-Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren. Die Mengen an mRNA für IFN-
gamma, TNF-alpha und iNOS (induzierbare Stickstoffmonoxid-Synthase) sind im Ileum 
infizierter Tieren signifikant erhöht. Da die Gabe von Antikörpern gegen TNF-alpha und 
der iNOS-Inhibitor Aminoguanidin Nekrosen verhindern und die Überlebenszeit 
verlängern können, trägt die Aktivierung von iNOS durch IFN-gamma und TNF-alpha 
über eine starke NO-Ausschüttung sicherlich zur hohen Mortalität in diesem Modell bei 
(Liesenfeld et al. 1996, 1999ab). Da suszeptible Mäuse spätestens acht Tage nach 
Infektion mit T. gondii zu 100% verstorben sind, simuliert das in der vorliegenden Arbeit 
verwendete akute Modell am ehesten CED im akuten Schub. Die mit dem M. Crohn 
vergleichbaren Zytokinprofile, die CD4+ T-Zell-vermittelten histopathologischen 
Veränderungen und erkennbare protektive Effekte durch IL-10 und TGF-beta (Suzuki et 
al. 2000; Buzoni-Gatel et al. 2001; Mennechet et al. 2004) stellen die T. gondii-
induzierte Ileitis als ein Modell zur Untersuchung Th1-vermittelter Pathomechanismen bei 
entzündlichen Darmerkrankungen dar. In der vorliegenden Arbeit wurden in diesem 
Modell, sowohl die Veränderungen der Darmflora während der Entzündung, als auch die 
Beteiligung von Bakterien bzw. Bakterienkomponenten an der Entzündungsreaktion im 
Darm untersucht. Die akute Dextransodiumsulfat-induzierte Colitis (DSS-Colitis) 
entwickelt sich nach sechs bis acht Tagen Behandlung mit 3-4% DSS im Trinkwasser 
(Rath et al. 1996, 1999ab; Siegmund et al. 2001). Histologisch ist die DSS-Colitis durch 
die Infiltration von Entzündungszellen in die Lamina propria mit fokaler 
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Kryptenzerstörung, lymphoider Hyperplasie und epithelialen Ulzerationen charakterisiert 
(Okayasu et al. 1990; Cooper et al. 1993; Dieleman et al. 1998). Diese Schäden sind 
vermutlich auf einen toxischen Effekt von DSS zurückzuführen, der einen Epithelschaden 
verursacht, verstärkt über Phagozytose von DSS durch Zellen der Lamina propria (LPC) 
und die Ausschüttung von IFN-gamma und TNF-alpha (Okayasu et al. 1990). Die DSS-
Colitis kann auch T-Zell-unabhängig ausgelöst werden, da sie auch in SCID-Mäusen 
beobachtet wird, die über keine funktionalen T- und B-Zellen verfügen (Axelsson et al. 
1996; Dieleman et al. 1994). Neben der akuten DSS-Colitis gibt es auch Modelle zur 
Induktion einer chronischen DSS-Colitis (Dieleman et al. 1998; Kojouharoff et al. 1997; 
Obermeier et al. 1999; Hans et al. 2000ab; Melgar et al. 2005). In dem Modell von 
Melgar et al. erreichten die Mäuse in der Erholungsphase ihr ursprüngliches Gewicht, 
wobei vier Wochen nach Absetzen des DSS histopathologische Veränderungen und 
erhöhte Werte von IL-1beta, IL-12p70 und IL-17 nachweisbar waren. Möglicherweise folgt 
nach der akuten entzündlichen Antwort durch Makrophagen/Neutrophile, eine Th-Zellen-
vermittelte Immunantwort, die zu einer chronischen Colitis führt (Hans et al. 2000b). Die 
Herstellung keimfreier Tiere durch Antibiotikabehandlung und die anschliessende orale 
Besiedlung mit definierten Bakterienarten wurde im Laufe dieser Arbeit in Kooperation 
mit Dr. Markus M. Heimesaat am Forschungsinstitut für Experimentelle Medizin (FEM) 
etabliert. Um einen möglichen Einfluß des Immunsystems auf die Ausbildung der 
Darmflora und die Auslösung und Ausprägung der Entzündungsreaktion zu untersuchen, 
wurden Mausstämme eingesetzt, die für bakterielle Rezeptormoleküle defizient waren. In 
den Tierexperimenten zur Ileitis kamen TLR2-, TLR4- und TLR2+4-defiziente Mäuse zum 
Einsatz. Für Vorversuche zu den Colitisexperimenten wurden auch Tiere verwendet, die 
das Lipopolysaccharid-bindende Protein (LBP) nicht produzieren können (LBP-/-). Die 
Untersuchungen zum Einfluß einer H. pylori-Infektion auf die Magenflora wurden mit 
Balb/c-Mäusen in Kooperation mit Dr. Toni Aebischer am Max-Planck-Institut für 
Infektionsbiologie (Prof. T.F. Meyer, Berlin) durchgeführt. 
1.4 Auswirkungen einer H. pylori-Infektion auf die Magenflora 
und Vakzinierungsmodelle gegen H. pylori bei Tier und 
Mensch 
Die bakterielle Besiedlung des Magens ist mit einer Vielzahl von gastrointestinalen 
Störungen assoziiert. Dabei stellt die Infektion mit Helicobacter pylori ein besonderes 
Risiko dar (Peek & Blaser 2002). H. pylori ist ein Gram-negatives Stäbchen Bakterium 
(Proteobacteria; Campylobacterales), das sich im Magen ansiedeln kann (Marshall & 
Warren 1984). Die weltweite Infektionsrate mit H. pylori beträgt etwa 50% (Goodman & 
Cockburn 2001), wobei die Prävalenz der H. pylori-Infektion Abhängigkeit von der 
geographischen Region, dem Alter und dem sozioökonomischen Status variieren kann 
(Brown 2000). In Ländern mit niedrigen hygienischen Standards kann die Infektionsrate 
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über 90% betragen (Pounder et al. 1995; Brown 2000). Neuinfektionen finden besonders 
im Kindes- bzw. Jugendalter statt (Bodhidatta et al. 1993) und es wurde beobachtet, 
dass Infektionen z.B. auch familiär gehäuft auftreten können (Drumm et al. 1990; 
Rowland & Drumm 1998; Drumm & Rowland 2003). Als Übertragungsmodus der 
Infektion wird eine fäkal-orale aber auch eine oral-orale Übertragung diskutiert (Megraud 
1995). Normalerweise können Bakterien im sauren Magenmilieu des Menschen bei einem 
pH von 2 nicht überleben. H. pylori ist als einziges Bakterium in der Lage, den 
menschlichen Magen dauerhaft zu kolonisieren. Als Schutz gegen die Magensäure dient 
ein Pathogenitätsfaktor von H. pylori, das Enzym Urease. Sie spaltet den im Magensaft 
enthaltenen Harnstoff zu Ammoniak und CO2, wobei als Endprodukte Ammonium-Ionen 
(NH4+) und Bikarbonat-Ionen HCO3-) vorliegen. Die Bikarbonat-Ionen schützen die 
Bakterien vor dem Angriff durch die Magensäure. Für eine Kolonisierung der 
Magenschleimhaut ist die Produktion von Urease daher absolut notwendig (Segal et al. 
1992; Solnick et al. 1995; Stingl & De Reuse 2005). Weitere Pathogenitätsfaktoren und 
Eigenschaften, die das Überleben von H. pylori im Magen ermöglichen und zur 
Entstehung akuter wie auch chronischer Verlaufsformen beitragen sind: Flagellen, 
Adhärenzfaktoren, cag-Pathogenitätsinseln (cag PAI), vakuolisierendes Zytotoxin (VacA), 
LPS und hohe genetische Variabilität (Kraft & Suerbaum 2005; Lee & Josenhans 2005; 
Naumann 2005; Odenbreit 2005). Flagellen und Adhärenzfaktoren befähigen H. pylori, 
sich durch die Mukusschicht des Magens zu bewegen und sich an Magenepithelzellen 
anzuheften (Odenbreit 2005). Nach erfolgreicher Kolonisierung von H. pylori, kann es bei 
den Patienten zu einer akuten Gastritis kommen. Dies ist aber nur in etwa 10-20% aller 
Fälle so, obwohl bei allen H. pylori-infizierten histopathologische Änderungen der 
Magenmukosa nachweisbar sind. Die akute H. pylori-induzierte Gastritis kann in eine 
chronische Form übergehen. Die Ulkuskrankheiten, z.B. das Ulcus duodenale bzw. 
ventriculi sind durch Substanzdefekte der Schleimhaut gekennzeichnet und können 
schmerzhaft, aber auch symptomfrei verlaufen. Die aus einer chronischen Form 
resultierenden Gewebeveränderungen und das Vorliegen entsprechender 
Pathogenitätsfaktoren z.B. cag-Pathogenitätsinsel und VacA können zum MALT-(mucosa-
associated lymphoid tissue) Lymphom oder zur Entstehung eines Magenkarzinoms 
beitragen (Ernst & Gold 2000; Suerbaum & Michetti 2002). Eine H. pylori-Infektion führt 
möglicherweise eine Änderung der mikrobiellen Besiedelung des Magens herbei, die ein 
zusätzliches Risiko für assoziierte Erkrankungen nach sich zieht. Aktuell wurden in H. 
pylori-infizierten Patienten, die mit Protonenpumpeninhibitoren behandelt wurden, 
erhöhte gastrische Konzentrationen an Bakterien gefunden, die nitrosaminhaltige 
Verbindungen produzieren können (Correa 1992; Mowat et al. 2000; Mowat & McColl 
2001). So könnte eine Überwucherung der Magenmukosa mit kommensalen Bakterien 
des Colons das Krebsrisiko steigern. Die klassische Therapie von Patienten mit klinischen 
Symptomen und nachgewiesener H. pylori-Infektion besteht in einer Kombination aus 
den Antibiotika Clarithromycin und Metronidazol und einem Protonenpumpeninhibitor. 
 
-18- 
Dieser Ansatz ist kostenintensiv und oftmals schlägt die Behandlung wegen mangelnder 
Kooperation der Patienten fehl (Vakil 2005). Zudem wird eine steigende 
Antibiotikaresistenz gegen Clarithromycin und Metronidazol in H. pylori-Stämmen 
beobachtet (McLoughlin et al. 2005). Der Aspekt der Resistenzentwicklung und 
möglicherweise auch ökonomische Aspekte haben zur Entwicklung verschiedener 
Vakzinierungsmodelle gegen H. pylori am Tier und am Menschen geführt (Michetti et 
al.1994, 1999; Radcliff et al. 1997; Ferrero et al. 1995; Marchetti et al 1995; Gomez-
Duarte et al. 1998; Del Giudice et al. 2001). Neben der klassischen Therapie könnte eine 
Vakzinierung gegen H. pylori einen neuen Therapieansatz darstellen (Kleanthous et al. 
1998, Del Giudice et al. 2001; Aebischer et al. 2005). Ein wirksames Zielantigen für eine 
Vakzinierung scheint die Urease zu sein (Michetti et al. 1994; Ferrero et al. 1995; 
Gomez-Duarte et al. 1998). Die Anwendung einer oralen attenuierten Lebendvakzine, 
bestehend aus einer H. pylori-Urease-Untereinheit exprimierenden Salmonella, scheint 
eine wirksame Immunisierungmethode darzustellen, da die H. pylori-Last damit um zwei 
logarithmische Größenordnungen reduziert werden kann. Eine Eradikation des Erregers 
wird aber durch eine Vakzinierung nicht immer erreicht (Ermak et al. 1998, Gomez-
Duarte et al. 1998, Lucas et al. 2001). Dennoch ist die Entwicklung einer oralen Vakzine 
gegen H. pylori eine vielversprechende Möglichkeit, die momentan weiterentwickelt wird 
(Aebischer et al. 2005). Um den Einfluß der H. pylori-Infektion auf die Magenflora und 
einen möglichen Einfluß eines oralen Vakzins zu untersuchen, kam in dieser Arbeit eine 
H. pylori-Infektion im Mausmodell (Balb/c) zum Einsatz. Frühere kulturelle Analysen der 
Magenflora hatten einen Hinweis auf eine erhöhte bakterielle Diversität in H. pylori-
infizierten Tieren gegenüber PBS-behandelten Kontrolltieren gegeben (T. Aebischer; 
persönliche Mitteilung). Um den relativen Anteil einzelner Bakterien an der Gesamt-Flora 
einschliesslich bisher nicht-kultivierbaren Bakterien darzustellen, wurde die Magenflora 
infizierter und nichtinfizierter, sowie immunisierter und nichtimmunisierter Tiere mit 
vergleichender Sequenzanalyse der 16S rRNA-Gene in Klonbibliotheken und mit 
quantitativer Echtzeit-PCR untersucht. Dabei sollten H. pylori-induzierte Änderungen und 
der Einfluss der Vakzinierung auf die Diversität der Magenflora analysiert werden. Für die 
Darstellung komplexer mikrobieller Gemeinschaften einschliesslich der bisher nicht-
kultivierbaren Bakterienarten ist dies ein leistungsfähiger Ansatz (von Wintzingerode et 
al. 1997; Vaughan et al. 2000; Zoetendal et al. 2004ab). 
1.5 Molekulargenetische Analyse der mikrobiellen Diversität 
in komplexen Habitaten  
Die Bakteriengemeinschaften in komplexen Habitaten unterliegen stetigen 
Anpassungsprozessen (Übersichten dazu von: Hunter-Cevera 1998, Bull 2000). Der 
Gastrointestinaltrakt von Säugetieren stellt aufgrund seiner funktionellen und 
anatomischen Gliederung eine Vielzahl von Lebensräumen für Bakterien bereit. Die 
Aktivität und Zusammensetzung der Darmflora ist von vielen Parametern wie z.B. der 
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Verfügbarkeit von Substraten, dem pH-Wert, dem Redoxpotential oder dem 
Sauerstoffpartialdruck abhängig (Cummings et al. 1987). Von den dominanten Gruppen 
der menschlichen Darmflora gelten etwa 80% als bisher nicht kultivierbar. Ein 
wesentlicher Nachteil der kulturabhängigen Verfahren liegt sicher in der wechselseitigen 
physiologischen Abhängigkeit von Bakterien in einem komplexen Habitat (Hattori et al. 
1997). Deshalb können mit kulturabhängigen Verfahren zwar weitreichende Aussagen zur 
qualitativen und quantitativen Zusammensetzung komplexer Florengemeinschaften 
getroffen werden, alleine sind sie aber möglicherweise nicht geeignet, um die Diversität 
eines Habitats komplett zu erfassen (Ward et al. 1990; Amann 1995, Torsvik et al. 
1990ab, 1998; Torsvik & Oreas 2002; Dykhuizen 1998). Durch die Etablierung von 
kultivierungsunabhängigen Methoden konnten in den letzten Jahren viele bisher nicht 
kultivierbare Bakterienarten beschrieben werden. Einige Studien, die auf 
Sequenzanalysen des Gens für die bakterielle 16S rRNA basieren, schätzen den Anteil 
kultivierbarer Bakterien in diversen Habitaten sogar auf nur 0.1% der Gesamtpopulation 
(Hugenholtz et al. 1998ab, Ward et al. 1998, Dojka et al. 2000, DeLong & Pace 2001). 
Bakterien können anhand spezifischer Markermoleküle identifiziert und phylogenetisch 
klassifiziert werden. Über vergleichende Sequenzanalysen dieser Markermoleküle werden 
phylogenetische Zuordnungen getroffen (Altschul et al. 1997, Cole et al. 2006, Ludwig et 
al. 2004), wobei für molekulare Taxonomie von Bakterien z. B. Elongationsfaktoren, 
ATPasen, RNA Polymerase B (rpoB) und die 16S/23S rRNA angewendet werden (Ludwig 
et al. 1998). Die Arbeiten der letzten Jahre haben gezeigt, dass die ssrRNA-Sequenzen 
(16S für Prokaryoten, 18S für Eukaryoten) für die Taxonomie besonders geeignet sind, 
was zu einem schnellen Ansteieg der 16S rRNA-Sequenzinformationen in Datenbanken 
geführt hat. In der Datenbank der Michigan State Universität („Ribosomal Database 
Project“, Cole et al. 2005, Version 9.44; 31.10.2006) sind momentan 273.300 
Einzelsequenzen verzeichnet. Ausgangspunkt zur Herstellung repräsentativer 16S rRNA 
Klonbibliotheken ist die Extraktion genomischer DNA aus einer Mischprobe eines 
komplexen Habitats. Das Gemisch an 16S rRNA-Genen wird in einer 
Polymerasekettenreaktion mit eubakteriellen Konsensus-Primern amplifiziert (Weisburg et 
al. 1991), die Amplifikate in Vektoren ligiert und in E. coli transformiert. Die 
anschliessende Sequenzanalyse redundanter Klonsequenzen kann mittels Hybridisierung 
gruppen–spezifischer rDNA-Oligonukleotidsonden (Liesack & Stackebrandt 1992, Moter et 
al. 1998) vereinfacht werden. Die Analyse der gastrointestinalen Flora bei Mensch und 
Tier basierend auf 16S rRNA-Gensequenzen wird seit einigen Jahren von verschiedenen 
Arbeitsgruppen angewendet (Zoetendal et al. 1998,2002ab; Leser et al. 2002, Eckburg et 
al. 2005, Bik et al. 2006; Sokol et al. 2006ab, Martinez-Medina et al. 2006; Übersichten 
dazu: Tannock 1999, 2001; Dahllöf 2002; Zoetendal et al. 2004ab, 2006). Zur 
Darstellung der bakteriellen Diversität zu einem bestimmten Zeitpunkt in einem 
definierten Abschnittt werden Methoden genutzt, die einen sogenannten „Fingerprint“, 
einen genetischen Fingerabdruck erstellen (Muyzer & Smalla 1998; Vaughan et al. 2000; 
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Konstantinov et al. 2002). Dazu gehören die Denaturierende--Gradienten-
Gelelektrophorese (DGGE, Muyzer et al. 1993), Temperatur Gradienten, die Temporäre 
Temperatur Gelelektrophorese (TGGE/TTGE, Muyzer & Smalla 1998), die Einzelstrang-
Konformationspolymorphismus Detektion (SSCP, Lee et al. 1996), die amplifizierte rDNA-
Restriktionsanalyse (ARDRA, Massol-Deya et al. 1995) oder die zufallsmediierte 
Amplifikation von DNA-Polymorphismen (RAPD, Xia et al. 1995). Bei der DGGE ist im 
Gegensatz zur Klonbibliothek kein Klonierungsschritt erforderlich. Es handelt sich um eine 
Methode, bei der 16S rRNA-Amplifikate in einem Polyacrylamidgel mit denaturierendem 
Gradienten elektrophoretisch aufgetrennt werden. Neben den kulturellen Verfahren 
haben auch biochemische und molekularbiologische Identifizierungsverfahren 
Limitationen. Mögliche Fehlerquellen liegen z.B. in der Kontamination von 
Probenmaterial, der DNA-Extraktion, der Primerauswahl für die PCR, der Bildung von 
Sequenzchimären (von Wintzingerode et al. 1997, Zoetendal et al. 2001) und in der 
Kombination von PCR und Klonierungsschritten zur Erstellung von 16S rRNA 
Klonbibliotheken (von Wintzingerode et al. 1997, Leser et al. 2002). In Bakterien können 
ausserdem mehrere unterschiedliche Kopien des 16S rRNA Moleküls vorliegen (Nübel et 
al. 1996) und die Menge der 16S rRNA bzw. die Menge an Ribosomen pro Zelle hängt von 
der Bakterienspezies und von der Wachstumsphase ab.  
1.6 Fragestellungen 
Da die Aufklärung der Rolle von Komponenten des angeborenen Immunsystems und von 
definierten Bakterienarten der Darmflora bei CED im Mittelpunkt dieser Arbeit stand, 
wurden Ileitis und Colitis in gut etablierten Mausmodellen untersucht, die sowohl die 
Analyse der Darmflora als auch die Untersuchung immunologischer Parameter unter gut 
kontrollierten, definierten Bedingungen erlaubten. Zunächst wurden molekulare 
Wechselwirkungen zwischen Darmbakterien und Komponenten des angeborenen 
Immunsystems in Tieren untersucht, die eine normale Darmflora besitzen, denen aber 
bestimmte Gene der angeborenen Immunität fehlen. Parallel sollte der Einfluss der 
Darmflora auf entzündliche Prozesse in keimfreien Tieren analysiert werden, die mit 
definierten Bakterienarten assoziiert wurden. Schliesslich ermöglichte die Gabe 
gereinigter TLR-Liganden die Feststellung, welche bakteriellen Komponenten auf 
Molekülebene Darmentzündung auslösen. Bei der H. pylori-induzierten Veränderung der 
Mausmagenflora, sollte die Frage beantwortet werden, wie sich die H. pylori-Infektion auf 
die Diversität der Magenflora auswirkt und wie eine orale Immunisierung mit einer 
attenuierten Salmonella-Lebendvakzine gegen H. pylori die Magenflora beeinflusst. 
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Ziele der vorliegenden Arbeit: 
• Feststellung des Einflusses des angeborenen Immunsystems auf die Ausbildung einer 
normalen Darmflora. 
• Feststellung des Einflusses des angeborenen Immunsystems auf die Entzündung im 
Ileum und im Colon.  
• Erkennung von Veränderungen der Darmflora während der Entzündungsprozesse. 
• Definition des Beitrags der gesamten Darmflora bzw. definierter Bakterienarten zu 
den CED-assoziierten Entzündungsreaktionen.  
• Identifikation von Bakterien-Zellwandbestandteilen (TLR-Liganden), die 
Darmentzündung auslösen. 
• Erkennung und Beschreibung der Magenflora nach H. pylori Infektion bei Balb/c 
Mäusen. 
• Beschreibung des Einflusses einer oralen Lebendvakzine gegen H. pylori auf die 
Florendiversität im Magen. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material 
2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
Tab. 1: Verwendete Chemikalien und Herstellerangaben 
Substanz Hersteller / Zulieferer 




Ampicillin (als Zusatz bei Klonierungsexp.) Sigma-Aldrich 
Ampicillin (zur Generierung gnotobiotischer Tiere) Ratiopharm 
Borsäure Riedel-de Haen 
Bromphenolblau Bio-Rad, München 
Ciprofloxacin Bayer Vital 
Desoxyadenosintriphosphat (dATP)  
Desoxycytidintriphosphat (dCTP)  
Desoxyguanosintriphosphat (dGTP)  
Desoxythymidintriphosphat (dTTP)  
Roche, Mannheim 





Dextransulfat 40 kDa ICN Biochemicals, Irvine, CA, USA 
Eisessig (glacial) Merck 























N-(1-Naphthyl) ethylendiamindihydrochlorid Sigma 
Phenol (Roti-Phenol) Roth 
Rapid Gel XL 40% USB, Cleveland 
RNAlater Qiagen, Hilden 
Silbernitrat Roth 
Silika Matrix Sigma-Aldrich 
Sulfanilamid Roth 
SYBR Green I Fluka 
TEMED: N,N,N,N-Tetramethylethylendiamin  Roth 
TMB: 3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin  Sigma-Aldrich 
TRIzol Reagenz Invitrogen 
Trichloromethan (Chloroform) Merck 
Trypton / Pepton aus Casein Merck 
Vancomycin Cell Pharm 




Zirkonium-Silika-Perlen (0,1 mm) Biospec 
2.1.2 Geräte, kommerzielle „Kits“ und andere Materialien 
Tab. 2: Verwendete Geräte und Materialien 
Gerätebezeichnung Hersteller 
Horizontale Gel Elektrophorese PeqLab 





Biofuge fresco Heraeus Instruments 
Eppendorf 5415C Eppendorf, Hamburg 
Eppendorf 5436  Eppendorf 
Vacuum Zentrifuge Heraeus Instruments 
CEQ™8000 Genetic Analysis System Beckman Coulter, Krefeld 
T3 Thermocycler Biometra, Göttingen 
FastPrep FP120 Bio101 
Power Supply Model200 Bio-Rad 
HAT Multitron Infors AG 
GeneGenius Syngene, Cambridge 
Anthos BSK Bench Anthos, Köln 
Micro-4 Dot Blot Oven MWG Biotech  
Microprocessor pH meter ph3000 WTW 
SpectraFluor Plus Tecan 
Anaerobier-Töpfe Oxoid, Wesel 
AnaeroGen-Beutel Oxoid 
Anaerotest Merck 
GelBond PAG Film Biozym, Hessisch-Oldendorf 
 
Tab. 3: Verwendete kommerzielle „Kits“ 
Kitbezeichung Hersteller 
QIAmp DNA Mini Kit Qiagen 
QIAmp DNA Stool Kit Qiagen 
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen 
Invisorb Spin Plasmid Mini Kit Invitek, Berlin 
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GFX™MicroPlasmidPrep Kit Amersham Biosciences, München 
DTCS™Quick Start Kit Beckman Coulter 
CleanSEQ® Agencourt, USA 
OptEIA Set Mouse IFN-gamma  B&D Biosciences, USA 
TA Cloning® Kit Invitrogen, Groningen 
TOPO TA Cloning® Kit Invitrogen 
DIG Luminescent Detection Kit Roche 
API 32 A Rapid 
API 10S 
Api 50 CHL 
bioMérieux, Nürtingen 
 
2.1.3 Puffer und Lösungen 
Tab. 4: Verwendete Puffer und chemische Lösungen 
Puffer / Lösung Zusammensetzung 
Agarosegel 
Probenpuffer  
1.5 g Ficoll, 25 mg Bromphenolblau, 25 mg Xylen Cyanol FF, Aqua 
dest. auf 10 mL  
Anti DIG AP 
Konjugat  
1% Blocking Reagenz, 9 mL Maleinsäurepuffer  
2 μL Anti DIG AP (Anti Digoxigenin alkalische Phosphatase)  
Blocking Reagenz 10% Blocking Reagenz [Roche, Mannheim] in Maleinsäure, pH 8.0  
CSPD Substrat 12 μL CSPD / 10 mL Detektionspuffer  
Lysis-Puffer 10 mM Tris pH 8.0 (Salzsäure),150 mM Natriumchlorid, 20 mM EDTA; 
1% SDS, Aqua dest auf 100 mL 
Färbelösung 1 g Silbernitrat, 3.5 mL 37% Formaldehyd, Aqua dest auf 1000 mL 
Entwickler 67.4 g Natriumcarbonat-Decahydrat, 1 mL 2% Natriumthiosulfatlösung 
(w/v), 3.5 mL 37% Formaldehyd, Aqua dest auf 1000 mL 
Detektionspuffer  0.1 M Tris-Salzsäure, pH 9.5  
0.1 M Natriumchlorid  
Maleinsäure-Puffer  0.1 M Maleinsäure, 0.15 M Natriumchlorid , pH 7.5  
Phosphat gepufferte 
Salzlösung (PBS) 
8 g Natriumchlorid, 0.2 g Kaliumchlorid, 
 1.44 g Natriumhydrogenphosphat, Aqua dest. auf 1000 mL, pH 7.4  
PCR-Puffer (10x)  100 mM Tris-Salzsäure, pH 8.3, 500 mM Kaliumchlorid  
Kaliumphosphat-
Puffer  
23.14 g Kaliumdihydrogenphosphat, 164.38 g 




(für DGGE)  
21 g Harnstoff, 5 mL Rapid Gel XL (40%), 6 mL 10x TBE , 500 μL 
DMSO, Aqua dest. auf 50 mL: Polymerisierung mit 292 μL APS (10%), 
30 μL TEMED  
Silika-Suspension  2.5 g Silika, 25 mL 6M Natriumjodid 
Silika Wasch-Puffer  50 mM Natriumchlorid, 10 mM Tris, 2.5 mM EDTA, 50% Ethanol (v/v), 
pH 7.5  
SSC Puffer (20x)  175.3 g Natriumchlorid, 88.2 g Natriumcitratdihydrat, Aqua dest. auf 
1000 mL, pH 7.0  
Stammlösung I 
(0%) 
50 mL RapidGel XL (40%), 2.5 mL TAE (50x), 5 mL Glycerin, Aqua 
dest auf 250 mL 
Stammlösung II 
(100%) 
105.4 g Harnsoff, 100 mL Formamid, 50 mL RapidGel XL (40%), 2.5 




5x SSC, 0.1% Natriumlaurysarkosin, 0.02% SDS, 1% Blocking 
Reagenz 
Stop Puffer  9.5 mL Formamid, 0.4 mL EDTA (500 mM), 5 mg Bromphenolblau, 5 
mg Xylencyanol FF, 0.1 mL Aqua dest.  
Stripping Solution 0.2 N Natronlauge, 0.1% SDS  
TAE Puffer (50x)  242 g Tris-Base, 57.1 mL Essigsäure, 100 mL 500 mM EDTA, Aqua 
dest. auf 1000 mL  
TBE Puffer (10x)  
(für Agarosegele)  
108 g Tris-Base, 27.5 g Borsäure, 7.3 g EDTA, Aqua dest. auf 1000 mL 
TE Puffer  0.01 M Tris-Salzsäure, pH 7.6, 1 mM EDTA 
Wasch Lösung 1  0.1 x SSC, 0.1% SDS 
Wasch Lösung 2  6 x SSC, 0.1% SDS  
2.1.4 Oligonukleotidprimer und –sonden 
Tab. 5: M13-Primer, RAPD-PCR Primer und DIG-markierte Sonden 
Primer-Name Sequenz 5´-3´ Orientierung 
M13 -20 GTAAAACGACGGCCAGT F 
M13 -40 GTTTTCCCAGTCACGAC F 
M13 reverse AACAGCTATGACCATG R 
Sonden-Name Sequenz 5´-3´ 16S Position 
Lac-141 DIG-GACTGGGATAACACCTG 141-157 
Hpy-1 DIG-CACACCTGACTGACTATCCCG 585-605 
Primer-Name Sequenz  
10bp Nowruz GTGATCGCAG entfällt 
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Alle Oligonkleotidprimer oder Sonden wurden, sofern nicht anders angegeben, durch TIB 
MOLBIOL (Berlin) hergestellt. 
Tab. 6: 16S rRNA PCR-Primer 
 





TPU1 / 8f AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 8:27 F 
TPU2 CCARACTCCTACGGGAGGCA 334:353 F 
TPU3 CAGCKGCCGCGGTAATWC 519:536 F 
TPU4 GGATTAGATACCCTGGTAGTCC 785:805 F 
TPU5 AAACTYAAAKGAATTGACGG 907:926 F 
TPU6 GGGCMACACACGTGCTACAAT 1220:1240 F 
RTU2 TGCCTCCCGTAGGAGTYTGG 353:334 R 
RTU2A CTGCTGCCTCCCGTAGGAGT 357:338 R 
RTU2B CTGCCTCCCGTAGGAGT 354:338 R 
RTU3 GWATTACCGCGGCKGCTG 536-519 R 
RTU5 CCGTCAATTCMTTTRAGTTT 926:907 R 
RTU6 ATTGTAGCACGTGTGTMGCCC 1240:1220 R 
RTU7 ACAAGRCCCGGGAACGTATT 1393:1373 R 
RTU8 AAGGAGGTGATCCANCCRCA 1541:1522 R 
1513r/ rp2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT 1513:1492 R 
1510r/1492r GGTTACCTTGTTACGACTT 1510:1492 R 
16S-1410r CGGTGTGTACAAGACCC 1410 R 
516f TGCCAGCAGCCGCGGTA 516:532 F 
16S Lac138+ AGAGATCGGGATAACACCTG 138-157 F 
16S 968F AACGCGAAGAACCTTAC 968-84 F 





HDA1 ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT 339-360 F 






2.1.5 DNA-Längenmarker, Enzyme, Plasmide, Zellen 
Tab. 7: Verwendete DNA Längenmarker, Enzyme, Plasmide, Zellen 
Produktbezeichnung Hersteller 
Gene Ruler 50 bp DNA Ladder (0,5 µg/µl) 
Gene Ruler 100 bp DNA Ladder Plus  
Gene Ruler 1 kb DNA Ladder (0,5 mg/ml) 
Lambda DNA/EcoRI+HindIII Marker 3  
(0,5 mg/ml) 
Fermentas, St. Leon-Rot 
Ampli Taq DNA Polymerase Applied Biosystems, PE 
Pfu Turbo Cx DNA Polymerase Stratagene 
Proteinase K Roth 
Lysozym Fluka 
pCR 2.1 ® Plasmid 
pCR 2.1 ® TOPO ® Plasmid 
E.coli TOP10F´® 
Invitrogen,Groningen, Niederlande  
2.1.6 Mausstämme 
Tab. 8: Verwendete Versuchstiere mit Bezeichnung 
Bezeichnung  Wildtypstamm Kreuzungsstatus Dezember 2003 
LBP (-/-) Balb/c Inzucht 100% 
Balb/c Balb/c  Inzucht 100% 
C57BL/10  C57BL/10 ScSn Inzucht 100% 
C57BL/6 C57BL/6J Inzucht 100% 
TLR4 (-/-) C57BL/10 ScN Inzucht 100%, natürlicher TLR4 Defekt 
TLR2/TLR4 (-/-) C57BL/10 ScSn/ScN TLR2-KO 6x auf C57BL/10 ScN 
rückgekreuzt 
TLR2 (-/-) C57BL/10 ScSn TLR2-KO 6x auf C57BL/10 ScSn 
rückgekreuzt 
Alle Tiere mit Ausnahme C57BL/6 und Balb/c wurden freundlicherweise von Prof. Dr. 
Marina Freudenberg, MPI für Immunbiologie Freiburg i.Br. zur Verfügung gestellt. 
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2.1.7 Nährmedien und biochemische Leistungsprüfung  
Tab. 9: Verwendete Fest- und Flüssigmedien zur Bakterienkultivierung 
Name Firma / Art.Nr. Einsatzbereich 
   
Columbia 5% SB-Agar Oxoid, PB5039A Nährreiches Grundsubstrat, das ein 
maximales Wachstum von 
Mikroorganismen ermöglicht 
MacConkey Nr.3  Oxoid, PO5002A  Selektiv für Gram-negative Stäbchen, 
enthält Laktose: Bildung von Acetaldehyd 
durch laktosespaltende Bakterien: 
→ rote Kolonien z.B. E.coli laktosenegative 
Bakterien: 
 → helle, transparente Kolonien z.B. 
Proteus sp. 
Columbia Agar für Anaerobier 
(Kanamycin/Vancomycin) 
Heipha, Dr.Müller GmbH, 
382e 
Selektiv für Anaerobier; hemmt das 
Wachstum von aeroben Bakterien 
Acid-Agar Nährbodenküche der Med. 
Mikrobiologie, Charité CBF 
Selektiv für Gram-positive Kokken, 
Äsculinspaltung → Schwarzfärbung 
CNA 5% SB IMPRO BD, 257306 Gram-positive Kokken  
Rogosa-Agar  Merck, 1.05413.0500 Selektiv für Gram-positive LAB* 
Hirn-Herz-Glucose Bouillon Oxoid, CM0225B Flüssigvollmedium (Anreicherungsmedium) 
Thioglykolat Bouillon Oxoid, CM0173T Flüssigvollmedium 
MRS Bouillon Sigma, 69966 Flüssigmedium für Milchsäurebakterien 
Luria Bertani Agar (LB) Nährbodenküche der Med. 
Mikrobiologie, Charité CCM 
Vollmedium 
10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g 
Natriumchlorid, 15 g Agar Agar, ad 1000 
mL Aqua dest 
LAXI Agar 
LB Agar mit Ampicillin, X-Gal und 
IPTG 
Nährbodenküche der Abt. 
Med. Mikrobiologie, Charité 
CCM 
Vollmedium mit Antibiotikum und X-Gal / 
IPTG; Blau-Weiss-Musterung 
transformierter E. coli Klone, wie LB: bei 
50°C Zugabe +250 μL Ampicillin (200 
mg/mL) +200 μL X-Gal (40 mg/ml)  
+50 μL IPTG (100 mM) 




2.2.1 Mausstämme und Genotypisierungen 
Die TLR-defizienten und LBP-/- Tiere wurden freundlicherweise aus der Zucht vom Max-
Planck-Institut für Immunbiologie (Prof. Marina Freudenberg, Freiburg im Breisgau) zur 
Verfügung gestellt. C57BL/10ScSn (Wildtyp, Poltorak et al. 1998, 2001), TLR2-/- 
(C57BL/10ScSn sechsmal rückgekreuzt mit den TLR2-/- von Tularik Inc., San Francisco, 
USA), C57BL/10ScN (C57BL/10ScN trägt eine natürliche homozygote Deletion im TLR4-
Gen) und TLR2-/- + TLR4-/- doppeldefiziente Tiere, wobei C57BL/10ScN sechsmal auf 
TLR2-/- rückgekreuzt waren (Vogel et al. 1979; Merlin et al. 2001; Werts et al. 2001; 
Lembo et al. 2003). Die LBP-/- Tiere hatten einen Balb/c Hintergrund und trugen eine 
neo-Insertion im LBP-Gen (Jack et al. 1997). Der Balb/c-Mausstamm, der für die H. 
pylori-Vakzinierungsstudien verwendet wurde, stammte aus dem Bundesinstitut für 
Risikobewertung (BfR, ehemals BgVV, Berlin). Alle Mausstämme, die für die 
Untersuchung der Ileitis und Colitis (einschliesslich der Stämme C57BL/6 und NMRI) 
eingesetzt wurden, waren am Forschungsinstitut für Experimentelle Medizin (Berlin) 
gezüchtet worden. Alle Experimente wurden den Bestimmungen des deutschen 
Tierschutzgesetzes entsprechend durchgeführt. Die Genotypisierungen der TLR-
defizienten Tiere, sowie der LBP-/- wurden durch PCR nach Angaben der Züchter bzw. 
Hersteller durchgeführt (Primersequenzen und PCR-Konditionen siehe Anhang Tabellen D-
G;). 
2.2.2 Haltungsbedingungen 
Die TLR-/-- und Wildtyp-Mäuse wurden im Forschungszentrum für Experimentelle Medizin 
in Berlin-Steglitz unter spezifisch-pathogenfreien (SPF) Bedingungen gehalten. Je nach 
Gruppengröße wurden Makrolonkäfige der Typen Typ II und III verwendet. Als Einstreu 
und Futter kamen ssniff 3/4 Faser und jeluxyl 300/500 und ssniff-V1120M-Z, ssniff-
V1530R/M-H (ssniff Spezialdiäten GmbH, Soest, D) in Pelletform als Trockenfutter zum 
Einsatz. Die Tiere erhielten einmal wöchentlich sterilisiertes Trockenfutter und frisches 
Leitungswasser. Die Käfige wurden einmal wöchentlich gewechselt. Die abiotischen 
Faktoren in den Räumen waren: 55-60% relative Luftfeuchte bei 21°C und 12/12-
Stunden Hell/Dunkelrhythmus.  
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2.3 Tierversuche  
2.3.1 Induktion einer Ileitis durch orale T. gondii-Infektion 
Die für die Induktion der Ileitis notwendigen T. gondii-Zysten wurden zunächst in NMRI-
Mäusen generiert, die keine Ileitis entwickelten, und welche die akute Phase der Infektion 
überlebten. Nach intraperitonealer Infektion mit 10 Zysten von T. gondii (Stamm ME49) 
entwickelten die NMRI-Mäuse eine chronisch-progrediente Enzephalitis. Die Parasiten 
gelangten ins zentrale Nervensystem und in die quergestreifte Muskulatur. Sie verbleiben 
dort lebenslang als Bradyzoiten in Zysten. Nach etwa zwei bis drei Monaten konnten aus 
den Gehirnen dieser Tiere Zysten für die Ileitis-Induktion bei suszeptiblen Tieren 
entnommen werden. Am Tag der Infektion der C57BL-Mäuse wurden die Gehirne der 
NMRI-Tiere entnommen, in PBS suspendiert, die Anzahl der Zysten ermittelt und auf das 
gewünschte Volumen von 0,3 mL PBS eingestellt Für die Induktion einer T. gondii-
induzierten Ileitis wurden suszeptiblen C57BL/6-Mäusen bzw. C57BL/10 oder TLR2-/--, 
TLR4-/--, TLR2+4-/--Mäusen 100 Zysten von T. gondii (Stamm ME49) in 0,3 mL PBS oral 
per Gavage verabreicht. Diese Infektion löste eine akute terminale Ileitis aus (nach 
Liesenfeld 2002). 
2.3.2 Induktion der Colitis mit DSS 
Für die Induktion der Colitis erhielten die Versuchstiere im Trinkwasser gelöstes DSS 
(3,5% w/v) über einen Zeitraum von sieben Tagen. Dies verursachte eine akute Colitis. 
Die Probennahme erfolgte am Tag acht, einen Tag nach Absetzen des DSS. Die 
Trinkmengen wurden täglich kontrolliert. 
2.3.3 Salmonella enterica als orale Lebendvakzine gegen H. pylori 
Im Rahmen einer präklinischen Studie über Vakzinierungsstrategien gegen H. pylori 
wurde in Kooperation mit dem Max-Planck-Institut für Infektionsbiologie (Dr. Toni 
Aebischer, Prof. T.F. Meyer, Berlin) die Magenflora in Balb/c-Mäusen mittels 
molekulargenetischer Methoden untersucht. Es wurde eine prophylaktische perorale 
Immunisierung mit dem attenuierten Salmonella enterica serovar typhimurium Stamm 
SL3261 durchgeführt, der die H. pylori Urease-Untereinheiten UreA und UreB von dem 
Plasmid pYZ97 überexprimiert. Für die Immunisierung wurden einmalig ca. 5x109 KBE 
Salmonella, suspendiert in 100 µL PBS, peroral verabreicht. Die so immunisierten Tiere 
wurden nach vier Wochen mit dem Streptomycin-resistenten H. pylori Stamm P76 
infiziert (1x109 KBE) oder mit PBS behandelt (nach Gomez-Duarte et al. 1998; Lucas et 
al. 2001). Acht bis neun Wochen nach der H. pylori-Infektion wurden die Mägen 
entnommen und eine molekulargenetische Analyse der Magenflora durchgeführt. Die 
Daten wurden ergänzt durch kulturelle Bestimmungen der H. pylori-Last, histologische 
Untersuchungen der mukosalen Gewebeintegrität und Messungen des gastrischen pH 
(Aebischer et al. 2006). 
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2.3.4 Übersicht zum Ablauf der Probennahme bei Ileitis und Colitis 
Im Verlauf der Ileitis wurden die Tiere täglich gewogen und Aussehen und Verhalten 
beurteilt. Bei der DSS-Colitis wurden täglich Beurteilungen mehrerer klinischer Parameter 
durchgeführt (nach Siegmund et al. 2001). Am Sektionstag wurden die Mäuse mittels 
Inhalationsnarkose mit dem Narkotikum Halothan® getötet. Nach einer 
Ganzkörperdesinfektion im Ethanolbad wurde das Bauchfell steril eröffnet. Durch den 
noch verschlossenen Situs erfolgte eine kardiale Blutentnahme mit steriler Spritze. Aus 
dem Blut wurde eine Blutkultur (Thioglykolatmedium) zur Überprüfung von ins Blut 
translozierten Bakterien angelegt. Der Rest des kardialen Vollblutes wurde der 
Gewinnung von Serum zugeführt. Das Serum wurde zur Bestimmung von 
Immunmediatoren gewonnen. Nach der Eröffnung des Bauchraumes durch einen Y-
förmigen Schnitt wurden zunächst Stücke von der Leber und Milz sowie die mesenterialen 
Lymphknoten unter sterilen Bedingungen entnommen und in eine Organkultur zur 
Bestimmung von Immunmediatoren überführt. Danach erst erfolgte die Präparation des 
Intestinums. Für die Analyse der ilealen Darmflora wurde (meist flüssig-halbfester) 
Darminhalt des terminalen Ileums (ca. 1 cm Länge) in ein 2 mL Eppendorfgefäss gefüllt 
mit 1.5 mL PBS überführt. Beim Colon hingegen wurde eine geformte Fäzeskugel oder 
flüssiger Fäzes aus einem möglichst entzündeten Abschnitt entnommen oder von dort, 
wo Fäzes zu gewinnen war. Aus diesem Material wurden Bakterien für eine qualitative 
sowie quantitative Analyse auf Festmedien ausgebracht und die Gesamt-DNA-Extrakte 
dienten als Basis für die nachfolgenden molekulargenetischen Analysen. Weiteres 
Gewebe vom terminalen Ileum bzw. Colon wurde für Organkultur, für Gewebeschnitte 
und zur RNA-Isolierung gewonnen. Unter der Sektion erfolgte eine Beurteilung der 
Organe bezüglich morphologischen Aspekten, Volumen-/Grössenänderungen, 
Einblutungen, Stenosen sowie Stuhlkonsistenz. Als Marker für den Entzündungsgrad 
wurde die relative Verkürzung der Darmlänge gewählt. Dabei wurde die Dünndarmlänge 
von Magenausgang bis zum Caecum gemessen und das Colon vom Caecumende bis zum 
Anus. Die relative Verkürzung des Dünndarms bzw. Dickdarms wurde wie folgt kalkuliert: 
Relative Verkürzung in Prozent = Mittelwert Darmlänge am Tag null minus Mittelwert der 





Abb. 5: Versuchsvorbereitung, Probennahme und Auswertung bei der T. gondii-induzierten Ileitis und DSS-
Colitis (Modifiziert nach Julia Niebergall, medizinische Dissertationsschrift). 
2.3.5 Beurteilung von Histopathologie in Ileum und Colon  
Die Histopathologie und die Parasitenlast wurden in Gewebestücken aus dem terminalen 
Ileum bzw. Colon ermittelt, die in 5% Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet worden 
waren. Zur Beurteilung der Histopathologie im Ileum oder Colon wurden Mikrotom-
Schnitte (5 µm) mit Hämatoxylin und Eosin (HE) gefärbt, im Lichtmikroskop untersucht 
und ein standardisiertes histologisches Punktesystem von null bis sechs angewandt. 
Bezüglich des Entzündungsprozesses wurden folgende Punktwerte vergeben: null = 
normal; eins = ödematös, Veränderungen in den Zotten; zwei = intraluminale Exkretion 
von Transsudat, aber intaktes Epithel; drei = intraluminales Abschilfern von Epithelzellen; 
vier = beginnende Epithelauflösung; fünf = Mukosazerstörung <50% der Ileumlänge; 
sechs = transmurale Zerstörung >50% Ileumlänge, schwere Nekrose). Die Analyse 
erfolgte in einer geblindeten Untersuchung durch zwei Untersucher (MMH und DF). Bei 
der DSS-Colitis wurde zusätzlich zur Histopathologie ein klinischer Index erhoben (nach 
Siegmund et al. 2001), der von null bis zwölf reichte. Es wurden Gewichtsverlust, Blut im 
Stuhl und die Stuhlkonsistenz beurteilt. Die Punktwerte für Gewichtsverlust waren 
(Gewichtsverlust in % / Punktwert): 0-5% / 0; 5-10% / 1; 10-15% / 2; 15-20% / 3; > 
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20% / 4. Die Punktwerte für Blut im Stuhl (Hämoccult): negativ / 0; positiv / 2; 
makroskopisch / 4. Für die Stuhlkonsistenz wurden folgende Punkte vergeben: normal 
oder hart / 0; weich / 2; am Anus klebend oder flüssig / 4. 
2.3.6 Beurteilung der Parasitenlast 
Zur Beurteilung der Parasitenlast im Ileum wurden parasitenhaltige Vakuolen mit T. 
gondii-Tachyzoiten oder Tachyzoiten-Antigen immunhistologisch über T. gondii-Antiserum 
in 2 Feldern eines zufällig gewählten Darmstücks einer Darmrolle (1 cm) mit PAP-Färbung 
(Peroxidase-Antiperoxidase) sichtbar gemacht und gezählt. Die Angabe erfolgte in Anzahl 
der Tachyzoiten pro Zentimeter Darmrolle. Die Auswertung der Gewebeschnitte erfolgte 
durch MMH und DF.  
2.3.7 Kulturelle Analyse der Bakterienflora 
Der Darminhalt des terminalen Ileums (ca.1 cm) wurde in PBS resuspendiert und 
gewogen. Nach einer seriellen Verdünnung wurden 100 µL Aliquots auf Agarmedien 
(Oxoid) bei 37°C für 48 Stunden aerob und für fünf Tage anaerob kultiviert. Die 
Gesamtzahl der Kolonien wurde auf Columbiablut-Agar ermittelt. Gallensalz-Aesculin und 
McConkey-Agar wurden zur quantitativen Analyse von Enterokokken bzw. 
Enterobakterien benutzt. Die Anzahl der Milchsäurebakterien wurde auf Rogosa-Agar 
(Merck) bestimmt. Zur differenzierten Analyse der anaeroben Flora wurden Columbia-
Festmedien mit Kanamycin-Vancomycin eingesetzt. Die Anzahl von Gram-positiven und 
Gram-negativen Bakterien wurde über das Auszählen verschiedener Koloniemorphotypen 
auf Columbiablut-Agar bestimmt. Die Bakterien wurden subkultiviert und durch Gram-
Färbung und biochemische Leistungsprüfung mit den API-Systemen API20E für die 
Enterobakterien, API50CH für die Laktobazillen und API Rapid ID32A für obligate 
Anaerobier (Biomerieux) weiter untersucht. Die Ergebnisse wurden als koloniebildende 
Einheiten (KBE) pro Gramm Darminhalt dargestellt. Die kulturellen Analysen wurden in 
Kooperation mit MMH, David Fuchs und Julia Niebergall (beide cand. med.) duchgeführt. 
2.3.8 Antibiotische Behandlung der Ileitis  
Zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung der T. gondii-induzierten Ileitis 
erhielten die Mäuse die Antibiotika Ciprofloxacin und / oder Metronidazol (50 mg/kg 
KG/Tag in PBS) peroral über Gavage zweimal am Tag. Zur prophylaktischen oder 
therapeutischen Behandlung der T. gondii-Ileitis wurde zum anderen der nicht 
resorbierbare LPS-Antagonist Polymyxin B (Euro OTC Pharma, Kamen) eingesetzt. Die 
Gabe erfolgte in der Dosierung 50 mg/kg KG/Tag (in PBS) peroral über Gavage zweimal 
am Tag. Um direkte Wechselwirkungen der Antibiotika mit den Parasiten zu vermeiden, 
wurden diese 24 Stunden vor und nach der Parasitengabe abgesetzt. Bei der 
prophylaktischen und therapeutischen Behandlung wurden Antibiotika entweder fünf Tage 
vor bzw. nach der Parasiteninfektion verabreicht.  
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2.3.9 Herstellung gnotobiotischer Mäuse, definierte Rekolonisierung 
und Gabe von E. coli Lipid A 
Um die kultivierbare Darmflora vollständig zu eradizieren, wurden mindestens acht 
Wochen alte Mäuse in sterile Käfige transferiert. Sie erhielten einen Cocktail aus 
Ampicillin (1g/l, Ratiopharm), Vancomycin (500 mg/l, Cell Pharm), Ciprofloxacin (200 
mg/l, Bayer Vital) Imipenem (250 mg/l, MSD) und Metronidazol (1 g/l, Fresenius) im 
Trinkwasser ad libitum über einen Zeitraum von sechs bis acht Wochen (nach Rakoff-
Nahoum et al. 2004, modifiziert). Die Abwesenheit kultivierbarer Bakterien wurde 
wöchentlich und nach Sektion durch Inkubation von Fäzesproben über mindestens sieben 
Tage bei 37°C in den Flüssigmedien Hirn-Herz-Bouillon und Thioglykolat (Oxoid) mit 
anschliessender Trübungsmessung beurteilt. Die Abwesenheit kultivierbarer Bakterien 
wurde auch mikroskopisch in Gram-gefärbten Fäzesproben und Darminhalt überprüft. Bei 
sichtbarer Trübung der Anreicherungsmedien wurden diese auf Agarmedien aerob und 
anaerob kultiviert und mikroskopisch und biochemisch beschrieben. Die so generierten 
gnotobiotischen Mäuse ohne kultivierbare Darmflora wurden definiert rekolonisiert mit: 
luminalem Ileuminhalt von Tieren mit Ileitis, E. coli, einer Mischung von strikt anaeroben 
Bakterien, bestehend aus Bacteroides/Prevotella spp., oder Lactobacillus johnsonii durch 
orale Gavage von 0,3 mL Suspension an drei aufeinanderfolgenden Tagen. Vier Tage vor 
den Rekolonisierungsexperimenten wurde der Antibiotikacocktail abgesetzt und durch 
steriles Trinkwasser ersetzt. Vier Tage nach der dritten Gabe von Ileuminhalt oder 
Bakteriensuspension wurden die Tiere mit T. gondii infiziert, um eine Ileitis zu induzieren. 
Zur Gewinnung von Darminhalt aus kranken Tieren wurde der Ileuminhalt von fünf 
C57BL/6-Tieren am Tag acht p.i. an drei aufeinanderfolgenden Tagen gewonnen. Der 
Ileuminhalt wurde in 2,5 mL PBS gepoolt und jeweils 0,3 mL pro Versuchstier peroral 
verabreicht. E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. wurden aus dem Darminhalt Ileitis-
kranker Tieren isoliert, L. johnsonii aus einem gesunden Kontrolltier. Alle Isolate wurden 
biochemisch und über vergleichende 16S rRNA Analyse identifiziert. E. coli und L. 
johnsonii wurden in Hirn-Herz-Bouillon kultiviert. L. johnsonii und E. coli wurden nach 
Zentrifugation in sterilem PBS gewaschen und in 5 mL PBS resuspendiert (0,3 mL / Tier 
perorale Gavage). Eine Mischung aus obligat anaeroben Gram-negativen Stäbchen 
Bakterien Bacteroides uniformis, B. ovatus, B. thetaiotaomicron, Prevotella buccae, P. 
oralis wurde in Thioglykolat-Medium kultiviert. Die Isolate wurden auf einen McFarland-
Wert von sechs eingestellt (ca. 109–1010 KBE/mL). Um oxidativen Stress für die 
anaeroben Bakterien zu vermeiden, wurden die Flüssigkulturen hier nicht zentrifugiert, 
sondern in einem Endvolumen von 5 mL gepoolt und verabreicht, wie oben beschrieben. 
Die Bakterienkonzentrationen wurden durch quantitative Kultivierung auf Agarmedien 
bestimmt. Für die Behandlung mit E. coli LPS erhielten die gnotobiotischen Mäuse ab Tag 
sechs vor der T. gondii-Infektion 15 µg/mL Lipid A des E. coli-Stamms R515 (Nr. ALX-





Soweit nicht anders angegeben erfolgte die statistische Signifikanzberechnung von 
Mittelwerten und Standardabweichungen mit dem T-Test (Students t-Test). Die 




2.4 DNA-Isolierung und Polymerasekettenreaktion 
2.4.1 Isolierung von DNA 
Für die Extraktion bakterieller Gesamt-DNA aus unterschiedlichen Probenmaterialien 
kamen Standard-DNA-Verfahren zum Einsatz. Die kommerziellen Verfahren wurden je 
nach Probeneigenschaften gezielt ausgewählt. 
Tab. 10: Methoden für die Extraktion von DNA aus verschiedenen Probenmaterialien 
























Enzymatisch-mechanische Extraktion von DNA mit Phenol-Chloroform  
Nach Sektion der inneren Organe (siehe 2.3.4; Abb.6) wurde der Darminhalt aus Ileum 
oder Colon in 1 mL PBS resuspendiert. Die Suspensionen wurden zentrifugiert (20 min 
bei 16.000 x g), der Überstand entfernt und das „Pellet“ in 500 µL Lysispuffer 
resuspendiert. Die enzymatische Lyse erfolgte nach Zugabe von 20 µL Proteinase K (20 
mg/mL) durch einstündige Inkubation bei 56°C. Um auch Zellwände Gram-positiver 
Bakterien aufzuschliessen, wurde das Lysat mit 150 µL Phenol, 150 µL CI-Lösung 
(Chloroform:Isoamylalkohol 24:1; v/v) und 0,3 g Zirkonium-Silika-Perlen versetzt. Nach 
der mechanischen Behandlung  (3 x 30 s auf Stufe 5,5) im Homogenisator (FastPrep 
FP120) folgte eine Zentrifugation (5 min bei 16000 x g). Die DNA-haltige wässrige Phase 
wurde anschliessend mit CI-Lösung zweimal gewaschen. Nach DNA-Fällung mit 0,1 
Volumenteilen Natriumacetat (3 M) und 2,5 Volumenteilen Ethanol (-20°C über Nacht) 
erfolgte eine Zentrifugation (20 min bei 16000 x g). Das DNA-Pellet wurde zweimal mit 
Ethanol (70% v/v) gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und anschließend in 
300 µL TE-Puffer resuspendiert. Die Lagerung der extrahierten DNA erfolgte bei -20°C. 
 
-38- 
Thermische Lyse von Bakterien 
Für die Freisetzung von DNA aus anaeroben Gram-negativen Bakterienisolaten wurde 
eine Kolonie vom Festmedium abgenommen und in 250 µL PBS suspendiert. Nach 
dreimaligem Aufkochen (98°C/10 min) und Tiefkühlen (-20°C) wurden die Lysate kurz 
anzentrifugiert. Die DNA im Überstand  wurde direkt für die Amplifikation im PCR-
Reaktionsansatz verwendet (1 µL). 
Isolierung von DNA mit dem QIAmp-DNA-Stool-Kit 
Für die molekulare Analyse der Bakterienflora aus Fäzesproben wurde das „QIAmp-DNA-
Stool-Kit“ verwendet. Mögliche PCR-Inhibitoren, die im Fäzes in hoher Konzentration 
enthalten sein können, sollen durch dieses „Kit“ reduziert werden. Die Extraktion erfolgte 
nach dem Protokoll des Herstellers. 
2.4.2 Amplifikation der bakteriellen 16S rRNA-Gene  
Für die spezifische Amplifikation von DNA des 16S rRNA-Gens von Bakterien wurde die 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR; Mullis & Faloona, 1987) verwendet. Da die hitzestabile 
Taq-DNA-Polymerase aus Thermophilus aquaticus (AmpliTaq DNA Polymerase, Applied 
Biosystems) keine „Proofreading“-Aktivität hatte, wurde den Reaktionsgemischen für die 
PCR Pfu-DNA-Polymerase (im Verhältnis 10 (Taq) / 1 (Pfu)) beigemischt, die bei 
identischem Temperaturoptimum (72°C) „Proofreading“ katalysiert. Die Amplifikation der 
16S rRNA-Gene unter Standardbedingungen wurde in 50 μL Reaktionsgemisch (2 mM 
MgCl2; 1,25 mg BSA; 0.5 µM Primer TPU1; 0.5 µM Primer (RTU8); 200 µM dNTPs; 5.0 U 
AmpliTaq DNA Polymerase, 0.5 U Pfu Turbo Cx DNA Polymerase, Stratagene) im T3 
Thermocycler durchgeführt. Nach einer initialen Denaturierung bei 98°C für 3 min wurde 
die Amplifikation (29mal: 93°C/1 min; 56°C/1 min; 72°C/3 min) durchgeführt. Nach 
einer abschliessenden Elongation für 7 min bei 72°C wurden die PCR-Produkte 
elektrophoretisch aufgetrennt.  
2.4.3 Klonierung der amplizierten 16S rRNA  
Die durch PCR amplifizierten 16S rRNA-Gene der Bakterien, die aus dem Mausmagen 
oder dem Mausdarm isoliert worden waren, wurden mit dem „TOPO-TA-Cloning®-Kit“ und 
dem „TA-Cloning®-Kit“ gemäß den Angaben des Herstellers kloniert. Die zu klonierenden 
PCR-Produkte wurden durch eine präparative Agarosegelelektrophorese gereinigt und mit 
dem „QiaQuick-Gel-Extraction-Kit“ aus dem Gel eluiert. Die PCR-Produkte wurden mit 
den Plasmid-Vektoren pCR®2.1 / pCR®2.1-TOPO® ligiert und in E. coli TOP10F’ 
transformiert. Die transformierten Zellen wurden auf LAXI-Agar kultiviert (37°C, ü.N.) 
und im Anschluss einem Blau-Weiss-„Screening” unterzogen. Nach einmaliger 
Überimpfung und Kultivierung weißer, positiver Kolonien auf LAXI-Agar wurde mit 1 µL 
Zellysat einer weissen Kolonie die Insertlänge in den rekombinanten Plasmiden mittels 
PCR durchgeführt. Dazu wurde die in die Plasmide inserierte bakterielle DNA mit den zu 
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den flankierenden Plasmidbereichen komplementären Primern M13(-20) und M13 
Reverse in 25 µL Reaktionsgemisch unter Standardbedingungen (siehe 2.4.2) 
amplifiziert. 
2.4.4 Isolierung der bakteriellen Plasmid-DNA  
Für die Präparation der Plasmid-DNA wurden die transformierten Bakterien aus je einer 
weissen Kolonie auf LAXI-Festmedium in 1 mL LB-Medium mit Ampicillin (50 μg/mL) bei 
37°C über Nacht kultiviert. Die Isolierung und Aufreinigung der Plasmid-DNA erfolgte mit 
dem „Invisorb Spin Plasmid Mini Kit“ oder dem „GFX™Micro Plasmid Kit“ gemäß der 
Herstellerangaben. Die isolierten Plasmide wurden elektrophoretisch aufgetrennt und im 
UV-Licht analysiert.  
2.4.5 Reinigung und Überprüfung der PCR-Produkte 
Silika-Reinigung 
Die Menge der verwendeten Reagenzien für die Silika-Aufreinigung (Boyle & Lew, 1995) 
wurde proportional an das Volumen des PCR-Reaktionsgemischs angepasst. Einem 
Standard-PCR-Volumen von 50 µL wurden 90 µL Natriumjodidlösung (6M) und 7 µL 
Silika-Suspension zugegeben und 10 min bei RT geschüttelt. Nach einminütiger 
Zentrifugation bei 16.000 x g wurde der Überstand verworfen. Das Pellet wurde zweimal 
mit Silika-Waschpuffer gewaschen. Die Elution der DNA erfolgte mit 50 µL TE-Puffer bei 
50 °C für 10 Minuten. Nach Zentrifugation für 1 min bei 16.000 x g wurde die DNA-
haltige Überstand abgenommen. Die gereinigten PCR-Produkte wurden anschließend in 
einem Agarose-Gel auf die erwartete Grösse hin überprüft. 
Photometrische Bestimmung der DNA-Konzentration 
Zunächst wurden von der zu bestimmenden DNA-Lösung Verdünnungen in  Wasser oder 
Elutionspuffer hergestellt. Durch Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm  sowie durch 
Berechnung des Verhältnisses OD260/OD280 waren Rückschlüsse auf die Reinheit der 
Nukleinsäurelösungen möglich. 
Agarosegel-Elektrophorese für DNA und PCR-Produkte 
Die qualitative Kontrolle der PCR-Produkte und DNA-Extrakte erfolgte durch Auftrennung 
eines Gemisches aus je 5 μL Amplifikat oder 1 µL DNA-Extrakt und 3-5 μL Agarosegel-
Probenpuffer in einem horizontalen Agarosegel (0.8% – 4% je nach Amplikongrösse 
variierend). Zur Anfärbung der Nukleinsäuren wurde 1 μL Ethidiumbromidlösung (10 
mg/mL) zu 100 mL heißer, flüssiger Agarose-Lösung gegeben. Die Trennung erfolgte bei 
10 V/cm in 1x TBE. Die DNA-Banden in den Gelen wurden anschließend im UV-Licht 




2.5 Denaturierende Gradienten-Gel-Elektrophorese 
Mit Hilfe der DGGE kann die bakterielle Diversität komplexer Habitate dargestellt werden. 
Wenn die durch PCR amplifizierten 16S rRNA-Gene aus einem Bakteriengemisch in einem 
denaturierenden Polyacrylamidgel mit Harnstoff-Formamid-Gradienten elektrophoretisch 
aufgetrennt werden, dann ist die Anzahl der resultierenden Banden zur Komplexität der 
Population proportional. Das Trennprinzip beruht auf sequenzabhängigen Unterschieden 
in den Schmelzpunkten der 16S rRNA-Gene. Die Primer 16S 968F-GC und 16S 1378R 
(modifiziert nach Nübel et al. 1996; Tab.6) binden unabhängig von der Bakterienart in 
hochkonservierten Sequenzabschnitten des 16S rRNA-Gens und flankieren die variablen 
Regionen 6 bis 8 (V6-V8). Das resultierende Amplikon ist 400 Basenpaare (Bp) groß. Die 
Primer HDA1GC (Walter et al. 2000, 2001) und HDA2 binden in Sequenzabschnitten, 
welche die variablen Regionen V2-V3 des 16S rRNA-Gens flankieren. Die Amplifikate sind 
hier 200 Basenpaare gross. Die Primer 16S 968F-GC und HDA1GC tragen am 5'-Ende 
eine GC-reiche Sequenz, die 40 Bp lang ist. Diese wirkt wie eine Klammer und hält die 
denaturierten Amplifikate an einem Ende zusammen. Dadurch wird die Bremswirkung der 
Denaturierung auf die Laufgeschwindigkeit verstärkt. Für die PCR-basierte DGGE-Analyse 
der Bakterien in der Magen- oder Darmflora der Maus wurden Teile der bakteriellen 16S 
rRNA-Gene aus 20-100 ng Gesamt-DNA in 50 µL PCR-Puffer mit 2,5 mM MgCl2, 200 mM 
dNTPs, 0,3 µM GC-Klammer-Primer 1, 0,3 µM Primer 2, 400 ng BSA, 5 Units Taq-DNA-
Poymerase und 0,5 Units Pfu-Polymerase amplifiziert. Die Reaktionsbedingungen für die 
unterschiedlichen Amplikons sind in Tabelle 11 zusammenfassend dargestellt. 
Tab. 11: 16S rRNA PCR-DGGE Reaktionsbedingungen (T3 Thermocycler) 
Primerkombination PCR Schritt Zeitdauer Temperatur
Initiale Denaturierung 7 min 95 °C 
Denaturierung 30 s 93 °C 
Primeranlagerung 1 min 60 °C 
Strangverlängerung 1 min 72 °C 
16S 968F-GC / 
16S 1378R 
Finale 30 min 72 °C 
Initiale Denaturierung 2 min 94 °C 
Denaturierung 30 s 94 °C 
Primeranlagerung 1 min 61 °C 
Strangverlängerung 1 min 72 °C 
HDA1GC / HDA2 




2.5.1 Herstellung der Gele für die DGGE 
Der denaturierende, chemische Gradient aus Harnstoff und Formamid wurde mit einem 
Gradientenmischer Model 475 nach Angaben des Herstellers (Bio-Rad, München) 
hergestellt. Die Gele wurden auf eine Trägerfolie gegossen (GelBond®). Die jeweilige 
Gradientengebrauchslösungen wurden aus den Stammlösungen I (0%) und II (100%) 
hergestellt. StammLösung I hat 0% und Stammlösung II (40% Formamid, 7M Harnstoff) 
100% denaturierende Eigenschaften. Die Fragmente wurden in dem 8%igen 
Polyacrylamidgel in 0,5x TAE Puffer aufgetrennt. Die Elektrophorese erfolgte entweder in 
einer „DCode“ oder in der „DGene“ Apparatur bei 60°C. Amplikons, die mit den Primern 
16S 968F-GC und 16S 1378R (Tab. 6) hergestellt worden waren, wurden in einem 
Gradienten von 35-60% bei 80V für 16 Stunden aufgetrennt. Amplikons, die mit den 
Primern HDA1GC-HDA2 hergestellt worden waren, wurden in einem Gradienten von 35-
50% bei 130V für 5,5 Stunden aufgetrennt. 
2.5.2 Färbung von DNA  
Nach der Elektrophorese wurden die aufgetrennten 16S rRNA-Teilgene der Bakterien 
durch Silberfärbung als Banden im Gel sichtbar gemacht. Bei der Silberfärbung wurden 
die Gele 30 min in Ethanol / Essigsäure (30% / 10% v/v) fixiert. Nach einer 
Sensitivierung mit Ethanol (30%) zweimal für 30 min, erfolgten fünf Waschschritte (10 
min) mit Aqua dest. Nach Einwirkung der Färbelösung für 30 min erfolgte die manuelle 
Entwicklung und das Abstoppen der Färbereaktion mit Essigsäure (30%). Nach Abtropfen 
der Essigsäure wurden die Gele in Folie eingeschweisst und bei Raumtemperatur dunkel 
gelagert. Zur Auswertung der Banden wurden die Gele digitalisiert. 
2.5.3 DGGE-Bandenisolierung und direkte Sequenzierung 
Um die aufgetrennten 16S rRNA-Teilgene Bakterienarten zuordnen zu können, wurde eine 
Sequenzanalyse der DNA aus den DGGE-Banden durchgeführt. Die Elution von 
Amplifikaten aus silbergefärbten DGGE-Gelen erwies sich als wenig praktikabel und 
führte oft zu negativen Ergebnissen bei der darauf folgenden Reamplifikation. Aus diesem 
Grund wurden die Gele stattdessen für 20 min mit SYBR Green I (10 µL 10.000fach 
Konzentrat auf 100 mL Aqua dest.) gefärbt. Unter UV-Licht wurden Gelbanden mit einem 
sterilen Skalpell ausgeschnitten und in 100 µL Aqua dest. über Nacht bei 37°C 
geschüttelt, so dass die Amplifikate in Lösung gehen konnten. Diese eluierten Amplifikate 
dienten als Vorlage für die Reamplifikation unter Standardbedingungen mit den 
Oligonukleotiden 16S 968F und 16S 1378R (Tab. 6). Die resultierenden Amplifikate 
wurden mit dem Primer 16S-968F sequenziert. Waren in einer DGGE-Bande 16S rRNA-
Gene von mehreren Bakterienarten vorhanden, war eine eindeutige phylogenetische 
Zuordnung nur nach einer Klonierung der Reamplifikate möglich (siehe 2.4.3). 
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2.6 DNA Sequenzierung 
2.6.1 Identifizierung von Bakterienisolaten 
Ausgewählte Bakterienisolate: E. coli; Bacteroides/Prevotella sp., Enterococcus sp., 
Lactobacillus sp. u.a. wurden zusätzlich zu der biochemischen Leistungsprüfung (siehe 
2.3.7) anhand ihrer 16S rRNA Sequenzen phylogenetisch identifiziert. Dazu wurden die 
kompletten 16S rRNA-Gene mittels PCR mit den Primern TPU1/RTU8 (Tab.6) aus 
isolierter DNA oder aus Lysaten amplifiziert und sequenziert. In der Regel wurde der 
Primer TPU1 für die Sequenzierung verwendet. Üblicherweise reichte eine Teilsequenz 
von ca. 500 Bp für die Identifizierung der Bakterienarten durch Vergleich mit Sequenzen 
in Datenbanken aus (siehe 2.6.3). In einzelnen Fällen wurden auch Sequenzen der 
kompletten 16S rRNA-Gene (ca. 1500 Bp) generiert. 
2.6.2 Sequenzanalyse von 16S rRNA-Genbibliotheken 
Als Sequenziervorlage dienten entweder Plasmid-DNA, oder die 16S rRNA „Inserts“ 
wurden zunächst mit Hilfe der vektorspezifischen Primer M13(-20) und M13 Reverse 
unter Standardbedingungen amplifiziert (siehe 2.4.2). Als Amplifikationsvorlage wurden 
jeweils 0,5 μL der jeweiligen Plasmid-Präparation bzw. 1 µL PCR- Produkt verwendet. Die 
PCR-Produkte (siehe 2.6.1), die als Vorlage für die Sequenzierung dienten, wurden mit 
dem „QIAquick PCR Purification Kit“ nach Angaben des Herstellers gereinigt. Für die 
Sequenzierung der 16S rRNA kamen die vektorspezifischen Primer M13(-20) und M13-
Reverse sowie bakterienspezifische Primer (siehe Tab.5/6) zum Einsatz. Alle Reaktionen 
wurden mit dem „DTCS™ Quick Start Kit“ durchgeführt. Ein Reaktionsansatz (20 μL) 
enthielt 4 µL Master Mix, 100 fmol aufgereinigtes PCR-Produkt bzw. aufgereinigte 
Plasmid-DNA, 1,6 µM Primer und Aqua dest ad 20 µL. Nach einer initialen Denaturierung 
bei 95°C für 5 min wurden die Sequenzierreaktionen (29mal: 95°C/20 s; 58°C/30 s; 
72°C/1 min) im T3 Thermocycler durchgeführt. Die Produkte wurden mit dem 
„CleanSEQ® Kit“ gereinigt und in Formamid resuspendiert. Die Sequenzierung erfolgte im 
CEQ™8000-Gerät bei einer Kapillartemperatur von 50°C. Einer initialen Denaturierung 
(90°C für 120 Sekunden) folgte die Injektion bei 2.0 kV für 15 Sekunden und einer 





2.6.3 Phylogenetische Einordnung der bakteriellen 16S rRNA-
Sequenzen 
Für die Auswertung der Sequenz-Rohdaten wurde die CEQ™8000-Software verwendet. 
Nach qualitativer Überprüfung der Chromatogramme wurden die 16S rRNA-
Gensequenzen im FASTA-Format mit den in öffentlichen Datenbanken 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST; http://rdp.cme.msu.edu/seqmatch) hinterlegten 
Sequenzen verglichen Bei unsicherer taxonomischer Zuordnung wurden die 
nächsthöheren Taxa angegeben. 
2.7 Identifikation von 16S rRNA-Genen in Klonbibliotheken 
durch Hybridisierung 
Aufgrund der abundanten Kolonisierung des Mausmagens durch Lactobacillus-Arten sollte 
zur Redundanzvermeidung in der anschliessenden Sequenzierung der 16S rRNA-Gene 
eine Vorauswahl der Klonsequenzen getroffen werden. Analog zur bereits beschriebenen 
Vorgehensweise bei den Klonbibliotheken (siehe 2.6.2) wurde zum Durchmustern der 
Klonbibliotheken die Plasmid-DNA der betreffenden klonierten 16S rRNA-Gene mit Hilfe 
des GFX™Plasmid-Präparationskits präpariert. Nach Amplifikation mit vektorspezifischen 
Primern M13(-40) und M13 reverse wurden die Amplifikate, welche die 16S rRNA-
Gensequenzen beinhalteten, auf positiv geladenen Nylon-Membranen durch Bestrahlung 
mit UV-Licht (250nm, 5 min) immobilisiert. Die Hybridisierung erfolgte bei 55°C mit der 
Digoxigenin-(DIG)-markierten Sonde Lac-141 (5´DIG-GACTGGGATAACACCTG-3´ (siehe 
Tab.5), welche für die 16S rRNA von Lactobacillus gasseri/johnsonii spezifisch ist. Die 
Spezifität wurde durch Hybridisierung der 16S rRNA aus Referenzstämmen (L. gasseri, L. 
johnsonii und andere Lactobacillus-Arten) überprüft. Die Sonde hybridisierte nicht mit 
den 16S rRNA anderer Bakteriengattungen (Abb.7; Kontrollblot). Als Dot-Blot-
Spezifitätskontrollen wurden Referenz-16S rRNA PCR-Produkte von L. gasseri DSM 
20243, L. gasseri Klon C5-4, L. acidophilus DSM 20079, L. johnsonii DSM 10533, L. 
delbrückii DSM 20074, L. reuteri Klon B6-62, L. murinus Klon C5-65, Klebsiella planticola 
DSM 3069, Bifidobacterium longum DSM 20219, Clostridium xylanolyticum DSM 6555, 
Bacteroides vulgatus DSM 1447, H. pylori (Klinisches Isolat), H. pylori, Helicobacter sp. 
und H. hepaticus (aus Klonbibliothek identifiziert) verwendet. Klone, die 16S rRNA-
Sequenzen von H. pylori enthielten, wurden mit der Digoxigenin-markierten Sonde Hpy-1 
(5´DIG-CACACCTGACTGACTATCCCG-3´ (Trebesius et al. 2000) detektiert. Die 16S rRNA-
Gensequenzen, die mit keiner der beiden Sonden detektiert werden konnten, wurden mit 
den Primern 1513r und RTU5 ansequenziert, deren Bindestellen die variablen Regionen 




Abb. 6: Kontrollhybridisierungen mit der für Lactobacillus gasseri/johnsonii-spezifischen (DIG)-markierten 
Sonde Lac-141 (Tab.5). Die Spezifität wurde durch Hybridisierung von 16S rRNA aus Referenzstämmen 
nachgewiesen (L. gasseri, L. johnsonii und andere Lactobacillus Arten, s. o.). Die Sonde hybridisierte nicht mit 
der 16S rRNA anderer Lactobacillus-Arten (5-7, Klonsequenzen identifiziert als L. delbrückii, L. reuteri, L. 
murinus) oder anderer nicht-Lactobacillus Arten (9-16, DSMZ Referenzstämme).  
 
Die Hybridisierung wurde, wie in Tabelle 12 dargestellt, durchgeführt. Modifikationen des 
Protokolls hinsichtlich Waschpuffer und -temperatur wurden für beide Sonden empirisch 
ermittelt. Für Hpy-1 wurde die Waschpufferkombination 1/2 (Tab.4) bei einer 
Waschtemperatur von 65°C verwendet. Bei Hybridisierung mit der Sonde Lac-141 kam 
die Waschpufferkombination 2/2 zum Einsatz, und die Waschtemperatur betrug 68°C. 
Der Nachweis der gebundenen DIG-markierten Oligonukleotide erfolgte mit Hilfe des 
„DIG-Luminescence-Detection-Kits“. Um eine erneute Hybridisierung der Membranen zu 
ermöglichen, wurden gebundene Oligonukleotide durch Waschen mit Stripping-Lösung (2 
x 30 min bei 37°C) entfernt.  
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Tab. 12: Durchführung der Dot-Blot-Hybridisierung 
Schritt Reagenz/Puffer Temperatur °C Zeit min 
Prähybridisierung Prähybridisierungspuffer 54 30 
Hybridisierung Sonde (100µM) in 
Prähybridisierungspuffer  
55 90 
Waschen  Waschpuffer 1 Variabel 15 
Waschen  Waschpuffer 2 Variabel 15 
Spülen Maleinsäurepuffer 37 3 
Blockieren Blockierungs-Reagenz 1%  37 30 
Blockieren +Antikörper Blockierungs-Reagenz 1% + 
2µL Antikörper Anti-DIG AP 
37 30 
Spülen Maleinsäurepuffer 37 15 
Spülen Maleinsäurepuffer 37 15 





2.8 Quantitative Echtzeit-PCR der Lactobacillus-16S rRNA 
Populationsänderungen der Lactobacillus-Arten wurden mit einer quantitativen Echtzeit-
PCR (q-RT PCR; SYBR Green) in einem LightCycler™ Instrument  quantitativ erfasst. 
Dazu wurden die 16S rRNA-Gene von Lactobacillus-Arten mit dem Primer 8f in 
Kombination mit einem Lactobacillus-spezifischen Primer 16S-Lac-138+ (siehe Tab.6) 
amplifiziert. Der Gehalt an eubakterieller 16S rRNA-Gene in den Proben wurde durch 
Amplifikation mit den Primern 8f und RTU2b (Tab.6) ermittelt, die unspezifisch an die 16S 
rRNA-Gene aller Bakterienarten binden. Der relative Anteil der Lactobacillus-16S rRNA-
Gene in der Probe wurde über die Signalintensitäten der beiden Amplikons berechnet. 
Dabei wurde die Signalintensität des eubakteriellen rDNA Amplikons auf 100% gesetzt. 
Das PCR-Protokoll am LightCycler startete mit Denaturierung bei 95°C für 10 s, gefolgt 
von 30 Zyklen mit Hybridisierung bei 56°C/10 s und Elongation bei 72°C für 45 s. Die 
Datenauswertung erfolgte mit der LightCycler Software Version 3.5.3. 
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2.9 Typisierung von E. coli 
2.9.1 Typisierung von Bakterienisolaten mittels RAPD-PCR 
Ausgewählte E. coli-Isolate aus C57BL/6, BL/10 und TLR-/--Mäusen wurden mit der RAPD-
PCR genotypisiert. In den RAPD-PCR-Analysen werden kurze Zufalls-Primer (meist 10 
Nukleotide lang) als Startermoleküle in der PCR eingesetzt. Das Verfahren wird auch 
willkürlich gestartete PCR „Arbitrarily primed PCR“ (AP-PCR) genannt (Welsh & McClelland 
1990). In der PCR wird in der Regel nur ein Primer eingesetzt. Die Differenzierung der E. 
coli-Isolate erfolgte mit dem Primer 10bp Nowruz (siehe Tab.5; Nowrouzian et al. 2003). 
Der PCR-Ansatz für die Genotypisierung aus 50 ng E. coli-DNA erfolgte in 50 µl PCR 
Puffer, 25 mM MgCl2, 10 mM dNTP Mix, 25 µM 10 bp Nowruz und 5U/0,5U AmpliTaq/Pfu 
Turbo Cx DNA Polymerase. Die PCR Bedingungen für die RAPD-PCR waren wie folgt: Nach 
initialer Denaturierung (94°C 5 min) folgten 4 Zyklen (94°C/45 s, 30°C/120 s, 72°C/60 
s). Darauf folgten 26 Zyklen bei 94°C über 5 s, 36°C/30 s und 72°C/30 s. Nach einer 
Endelongation bei 72°C für 10 min wurden die Produkte elektrophoretisch aufgetrennt. 
Die Elektrophorese erfolgte in einem 8%igen Polyacrylamid-Gel in 1x TAE Puffer bei 
60°C, 130 V für 5,5 Stunden. Die RAPD-Bandenmuster wurden mit Silberfärbung sichtbar 
gemacht. 
2.9.2 Pathotypisierung 
Ausgewählte E. coli-Isolate aus dem Ileum von gesunden und von erkrankten Tieren mit 
Ileitis wurden auf das Vorhandensein von pathogen-assoziierten Genen untersucht. DNA-
Extrakte aus E. coli-Isolaten wurden mit dem „QIAmp-DNA-Mini-Kit“ hergestellt und in 
die Medizinische Mikrobiologie der Medizinischen Hochschule Hannover (Dr. Florian 
Gunzer) versandt. Die Präsenz der Gene für die Shigatoxine (stx1 und stx2) wurde dort 
mittels LightCycler™ untersucht (Pulz et al. 2003), die anderen pathogen-assoziierten 
Gene (eaeA, hlyA, espA, katP, astA) mit konventioneller PCR. Die E. coli DNA Integrität 
wurde mit Primern für die E. coli-Gene tolC und recA überprüft. 
2.10 Analysen der RNA-Expression durch Hybridisierung von 
Microarrays 
Ileumstücke von C57BL/10 ScSn Wildtyp- und TLR2-/-- oder TLR4-/--Mäusen im gesunden 
Zustand und mit Ileitis (Tag acht p.i.) wurden mit der „Microarray“-Technik auf 
krankheits- und / oder TLR-abhängige spezifische Assoziationen hin untersucht. Für die 
Extraktion der Gesamt-RNA von ca. 1 cm Ileum kam der „RNeasy Mini Kit“ (Qiagen) zum 
Einsatz. Die Ileumstücke wurden nach der Sektion sofort in „RNAlater“ 
Stabilisierungsreagenz (Qiagen) überführt und bei -20°C gelagert. Die RNA-Isolierung 
erfolgte nach Protokoll des Herstellers und die RNA wurde bei minus 80°C eingefroren. 
Der Versand zum Helmholtz-Zentrum für Infektionsforschung (AG Mukosale Immunität) 
erfolgte auf Trockeneis. Die Analyse der RNA wurde in der „Array Facility“ der AG 
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Mukosale Immunität (Prof. Dr. Jan Buer) mit freundlicher Unterstützung durch Herrn Dr. 
Robert Geffers durchgeführt. Die Daten wurden im CCM Mitte ausgewertet. Die Qualität 
und Integrität der isolierten RNA wurde mit dem Agilent Technologies 2100 Bioanalyzer 
(Agilent Technologies; Waldbronn, Deutschland) überprüft. Für die Biotin-markierte 
Synthese ausgehend von 3 µg Gesamt-RNA wurden die Reaktionsgemische nach 
Standardprotokollen des Herstellers angesetzt (Affymetrix; Santa Clara, CA). 3 µg RNA 
wurde mit 100 pmol T7T23V Primer (Eurogentec; Seraing, Belgium) in doppelsträngige 
DNA umgeschrieben. Die cDNA wurde direkt in die in vitro-Transkriptionsreaktion in 
Anwesenheit von biotinylierten Nukleotiden eingesetzt. Die Konzentration der Biotin-
markierten cRNA wurde über UV Absorption bestimmt. Es wurden stets 12,5 µg cRNA 
fragmentiert und mit einem Hybridisationsgemisch versehen, das vier biotinylierte 
Hybridisationskontrollen enthielt (BioB, BioC, BioD und Cre) wie vom Hersteller 
vorgeschlagen. Die Proben wurden auf einem „Affymetrix GeneChip“ für 16 Stunden 
hybridisiert, gewaschen und mit Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE) gefärbt. Das Auslesen 
der Signale erfolgte mit einem „Affymetrix GeneChip Fluidic Station / Scanner“. Die 
Analyse der „Microarray“-Daten wurde mit dem Affymetrix GCOS 1.2 und dem „Data 
Mining Tool“ 3.1 Software Paket durchgeführt. Zur Normalisierung aller „Array“-
Experimente wurde die Zielintensität auf 150 skaliert, ansonsten wurden die 
Standardeinstellungen der GCOS 1.2 benutzt. Die Auswertung der Daten erfolgte nach 
folgenden Kriterien: die Expressionsänderungen dargestellt als Signal log Verhältnis 
entweder als Anstieg der Expression „Increase“ (I) bzw. Abstieg der Expression 
„Decrease“ (D). Bei der Analyse der entzündungs-assoziierten regulierten Genexpression 
im Wildtyp BL10 wurden die korrespondierenden Werte für die TLR2- bzw- TLR4-
defizienten Tiere mit angegeben (s. 3.1.6, Gesamttabellen A-C; Anhang). Für die TLR4-
abhängige entzündungs-assoziierte Regulation wurden die Werte für Wildtyp und TLR2-/- 
mit der Bedingung: „No Change“ (NC; keine Änderung) gefiltert. Die 
Expressionsänderung wurde als Signal log Verhältnis (engl.: signal log2 ratio) dargestellt. 
Das bedeutet, dass bei einer Änderung um ±log21 die Expression im Vergleich zur 
Grundlinie um den Faktor 2 erhöht oder erniedrigt war. Es wurden die Expressionsdaten 
am Tag acht (mit T. gondii-induzierter Ileitis) gegen Tag null (gesunder Zustand) von je 
einem Wildtyp,TLR2- bzw. TLR4-defizienten Tier analysiert. 
2.11 Konzentrationsmessung von Immunmediatoren 
Darmabschnitte (ca. 1 cm2, 50-100 mg) wurden steril entnommen, längs aufgeschnitten, 
in PBS gewaschen und in Zellkulturschalen (24, Flachboden, Nunc) mit 500 µL 
serumfreiem RPMI-Medium unter Zugabe von 1% Penicillin/Streptomycin (1640, Gibco) 
für 18 Stunden bei 37°C inkubiert. Nach 24 Stunden wurde der Kulturüberstand 
abgenommen und bei -80°C gelagert. Die Interferon (IFN)-gamma- und 
Stickstoffmonoxid (NO)-Konzentrationen wurden mittels ELISA (BD Biosciences) bzw. mit 
der Griess-Reaktion (Green et al. 1982) bestimmt. Bei der Griess-Reaktion wurden 50 µL 
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Überstand (Medium) mit 50 µL 1,5% Sulfanilamid (Roth) in 1M HCl plus 0,15% N-(1-
Naphthyl)ethylendiamindihydrochlorid (Sigma) gemischt. Nach 10 Minuten wurde die 
Absorption bei 540 nm photometrisch bestimmt. Die NO-Konzentrationen wurden über 
eine Standardkurve errechnet und auf Organgewicht und/oder Proteingehalt bezogen. 
Der ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) ist ein immunologisches Verfahren, mit 
dem einzelne Proteine über eine Antikörper-Antigen-Reaktion sensitiv und spezifisch 
nachgewiesen werden können. Soll ein bestimmtes Protein nachgewiesen werden, 
müssen die dazu passenden Antikörper bekannt sein und zuvor mit verschiedenen 
gentechnischen oder zellbiologischen Verfahren hergestellt worden sein. Hier kam das 
„Sandwich“-Verfahren zur Anwendung: Hierbei bindet ein spezifischer erster Antikörper 
(„Capture Antibody“) am Boden einer Mikrotiterplatte (ImmunoMaxi, Biochrom). Nach 
dem Binden der Zielantigene im Probenmaterial wird ein zweiter Peroxidase-gekoppelter 
Antikörper hinzugefügt. Die Detektion erfolgt nach Umsetzung des Substrats (TMB) bei 
450 nm im SpectraFluor Plus (Tecan). Die Messwerte wurden auf Gesamtproteingehalt 
und soweit verfügbar auf Organgewicht bezogen. Die Proteinbestimmung erfolgte nach 




3.1 Analyse der Darmflora bei T. gondii-induzierter Ileitis 
3.1.1 Analyse der kultivierbaren planktonischen Ileumflora 
Um die Darmflora zu charakterisieren, die im gesunden Ileum und im Ileum bei einer T. 
gondii-induzierten Ileitis vorlag, wurde eine umfangreiche qualitative und quantitative 
Analyse der kultivierbaren Darmflora durchgeführt. Sie sollte aufzeigen, welche 
Bakteriengruppen im gesunden und entzündeten Dünndarm in welcher Menge vorhanden 
waren. Durch diese detaillierte kulturelle Analyse konnten sowohl aerobe als auch 
anaerobe Bakterien isoliert und durch eine anschliessende biochemische 
Leistungsprüfung bis zur Gattungs- bzw. Speziesebene identifiziert werden. Die 
Darmflora im gesunden Ileum setzte sich überwiegend aus Gram-positiven Bakterien der 
Gattungen Lactobacillus, Clostridium, Eubacterium und Enterococcus zusammen. Im 
gesunden Ileum waren aerobe Gram-positive Stäbchen mit 5,7 ± 6,6x108 und Gram-
positive Kokken mit 5,9 ± 8,8x106 KBE/g Ileuminhalt nachweisbar. Der Anteil der 
anaeroben Gram-positiven Stäbchen betrug 1,1 ± 0,9x109 KBE/g (Abb.7; Tab.13, 3.1.4). 
Im gesunden Ileum betrug dagegen der Anteil aerober Gram-negativer Stäbchen (E. coli) 
7,2 ± 9,0x104 KBE/g und anaerobe Gram-negative Stäbchen waren mit weniger als 
1x103 KBE/g Ileuminhalt gerade noch nachweisbar. Während des Entzündungsprozesses 
nahm die Gesamtlast der Bakterien im Ileum von 1.6 ± 0.8x109 KBE/g Darminhalt am 
Tag null, auf 2,3 ± 2,5x1011 KBE/g Darminhalt am Tag acht p.i. zu. Die Menge der 
aeroben Darmbakterien stieg von 5,8 ± 6,6x108 auf 1,2 ± 0,9x1011 KBE/g und die Anzahl 
der anaeroben Darmbakterien nahm von 1,1 ± 0,9x109 auf 1,1 ± 1,8x1011 KBE/g zu 
(Abb.7; Tab.13). In Mäusen mit akuter Ileitis (Tag acht p.i.) stieg der Anteil aerober bzw. 
anaerober Gram-negativer Stäbchen Bakterien, die als E. coli bzw. Bacteroides/Prevotella 
spp. identifiziert wurden, um sechs bis acht logarithmische Stufen an (Abb.7). Es wurden 
aerobe Gram-negative Stäbchen mit 1,2 ± 0,9x1011 und anaerobe Gram-negative 
Stäbchen mit 1,1 ± 1,8x1011 KBE/g Ileuminhalt nachgewiesen. Die Anteile an den strikt 
anaeroben Gram-negativen Bakterien betrugen für Bacteroides spp. 59,1% und für 
Prevotella spp. 40,9%. Die Bacteroides-Population setzte sich aus den Arten B. ovatus 
(61,5%), B. merdae (23,1%), B. uniformis (7,7%) und B. thetaiotaomicron (7,7%) 
zusammen. Die Prevotella-Population setzte sich aus den Arten P. oralis (88,9%) und P. 
buccae (11,1%) zusammen. Das Überwuchern des Ileums mit Gram-negativen Bakterien 
begann am Tag sechs p.i., als die E. coli-Last bzw. Bacteroides/Prevotella spp. innerhalb 
von 24 Stunden von 1,0 ± 1,7x107 auf 6,3 ± 4,8x109 KBE/g für E. coli und von weniger 
als 1x103 auf 6,7 ± 7,8x108 KBE/g bei Bacteroides/Prevotella spp. anstieg. Im Verlauf 
der Entzündung nahm der Anteil der Gram-positiven Stäbchen, Laktobazillen und 
Clostridien, dagegen ab (Abb.7). Es konnten 5,5 ± 4,1x105 KBE/g aerobe Gram-positive 
Stäbchen, 6,8 ± 6,6x108 KBE/g aerobe Gram-positive Kokken und weniger als 1x103 
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KBE/g Ileuminhalt Gram-positive anaerobe Stäbchen nachgewiesen werden. Bei den 
Enterokokken bestehend aus den Arten E. faecalis, E. faecium und E. gallinarum war im 
Verlauf der Entzündung eine nicht signifikante Anstiegstendenz zu beobachten. 
 
Abb. 7: Quantifizierung kultivierbarer Bakterien im gesunden und entzündeten Ileum. Die Bakterienanzahlen 
(log KBE/g Ileuminhalt) von gesunden (weisse Balken) und von Tieren mit Ileitis am Tag acht nach T. gondii-
Infektion (schwarze Balken) wurden durch Kultivierung ermittelt. E. coli, Milchsäurebakterien (LAB, 
hauptsächlich Lactobacilli), Bacteroides/Prevotella spp. und Eubacterium/Clostridum spp. wurden mit 
biochemischer Leistungsprüfung identifiziert. Mittelwerte und Standardabweichung aus drei unabhängigen 
Experimenten (*p<0,05 im Vergleich zu Bakterien in gesunden Mäusen). 
 
Die Ergebnisse der detaillierten Bakterienanalyse zeigten, dass die Bakterienflora im 
Ileum am Tag acht nach T. gondii-Infektion durch aerobe und anaerobe Gram-negative 
Stäbchen Bakterien, E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. dominiert wurde.  
3.1.2 Histopathologie und Populationsdynamik der Ileitis 
Es sollte untersucht werden, ob und wie sich die Darmflora im Verlauf der 
Dünndarmentzündung veränderte, und ob Zusammenhänge zwischen dem 
Entzündungsgrad und Veränderungen der Darmflora erkennbar waren. Dazu wurden 
Gewebeproben histopathologisch an den Tagen drei, fünf, sechs, sieben und acht nach T. 
gondii-Infektion untersucht. Zusätzlich wurde die Zusammensetzung der Population der 
Darmbakterien im Ileum an denselben Zeitpunkten durch PCR-DGGE analysiert. In 
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Abb.9B ist die Kinetik der Histopathologie im terminalen Ileum gezeigt, wie sie sich nach 
oraler Infektion mit 100 Zysten T. gondii in suszeptiblen C57BL/6-Mäusen entwickelte. 
Die Analyse der Histopathologie des terminalen Ileums ergab, dass von Tag drei bis Tag 
fünf nach der Infektion eine nur geringgradige Entzündungsreaktion mit Punktwerten bis 
zwei im „Histo-Score“ nachweisbar war (Abb.8). Ab Tag fünf verstärkte sich die 
Entzündung zunehmend mit Puntwerten um ca. vier am Tag sechs p.i. Am Tag acht 




Abb. 8: Kinetik der Histopathologie des terminalen Ileums nach T. gondii-Infektion. Das Ileum (n=4) wurde 
an den Tagen null, drei, fünf, sechs, sieben und acht nach Infektion mit 100 Zysten des T. gondii-Stamms ME49 
analysiert 
 
Die akute Phase des Entzündungsprozesses zwischen Tag sechs bis acht war von 
zellulärer Abschilferung, massiver Gewebezerstörung und Epithelnekrose begleitet 
(Zustand am Tag acht p.i, siehe Abb.9A). Die Darstellung der Darmflora mittels PCR-
DGGE ergab, dass diese akute Phase der Ileitis mit grundlegenden Änderungen der 
Darmflora einherging (Abb.9B). Die Analyse der Anzahl der Banden im DGGE-Gel ergab, 
dass die bakterielle Diversität mit fortschreitender Entzündung und Gewebszerstörung 
abnahm. Im entzündeten Darm wiesen Veränderungen der Laufgeschwindigkeit der 
bakteriellen 16S rRNA-Genfragmente darauf hin, dass sich auch die Zusammensetzung 
der Artengemeinschaft verschoben hatte und nur noch wenige Bakteriengruppen die 
Darmflora (Tag acht p.i.) dominierten (Abb.9B). Dies unterstützte die Beobachtungen aus 




Abb. 9 (A/B): Histopathologie der T. gondii-induzierten Ileitis und Populationsdynamik der Darmbakterien im 
Verlauf der Entzündungsreaktion. Dargestellt sind HE-gefärbte Schnitte von Ilea gesunder und T. gondii-
infizierter Mäuse mit schweren Nekrose im Ileum am Tag acht p.i. (B) Darstellung des DGGE-basierten 
„Monitoring“ der Populationsdynamik der Darmflora im terminalen Ileum im Verlauf der Entzündung. Die 
genetischen Fingerabdrücke aus Gesamt-DNA vom Darminhalt nach Amplifikation von 16S rRNA-Genen (n=3) 
für Tag drei, fünf, sechs und acht nach T. gondii-Infektion mit den korrespondierende Histopathologie-
Punktwerte (unten angezeigt). Die schwarzen und grauen Pfeile markieren Spezies, die während der 
Entzündung verschwinden bzw. erscheinen. Die zugrundeliegenden Daten stammen aus mindestens drei 
Mäusen/Gruppe/Experiment. Die Reproduktion erfolgte in zwei unabhängigen Experimenten. 
 
Die Tatsache, dass drastische Änderungen der Darmflora dann auftraten, wenn ab Tag 
sechs nach der T. gondii-Infektion auch zunehmende Gewebeschäden vorlagen, wies 
darauf hin, dass die Florenveränderung im Sinne einer reduzeirten Diversität mit dem 
Schweregrad der Entzündungsreaktion assoziiert war. 
3.1.3 Molekulargenetische Analyse der Darmflora 
Die kulturelle Analyse wurde durch den Einsatz molekulargenetischer Methoden ergänzt. 
Die PCR-DGGE wurde als kulturunabhängiges Verfahren angewendet, um ein „Monitoring“ 
der bakteriellen Diversität des Ileuminhalts durchzuführen und um zusätzlich zu den 
kultivierbaren Spezeis möglicherweise vertretene nicht-kultivierbare Bakteriengruppen zu 
detektieren. 
3.1.3.1 PCR-DGGE 
Die PCR-DGGE und anschliessende Identifizierung von 16S rRNA aus ausgeschnittenen 
DGGE-Banden konnte die Ergebnisse aus der kulturellen Analyse bestätigen. Die 
bakterielle Gemeinschaft des gesunden Ileums bestand aus einer diversen Flora, die vor 
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allem von Lactobacillus sp. dominiert wurde. Die Ergebnisse der 16S Sequenzanalyse aus 
ausgeschnittenen DGGE-Banden erlaubte keine genauere taxonomische Einordnung der 
Lactobacillus spp. bezogen auf die individuellen Banden, z.B. bei L. murinus/animalis 
oder L. gasseri/johnsonii, so dass diese hier jeweils in einer Gruppe dargestellt wurden 
(Abb.10). Daneben konnten auch 16S Gene für Eubacterium/Clostridium spp., 
Bifidobacterium spp. und Desulfovibrio sp. im gesunden Ileum nachgewiesen werden. Es 
fanden sich zudem Vertreter, die taxonomisch den Bacteroides/Prevotella spp. 
(Porphyromonadaceae) zugeordnet werden konnten. Im entzündeten Zustand war 
zunächst eine deutliche Reduktion von Banden im DGGE-Profil zu erkennen. Die Flora 
wurde darüber hinaus am Tag acht p.i., wenn die Tiere sich in einem präfinalem Zustand 
befanden, von Enterobacteriaceae dominiert (Abb.10). DNA-Banden, die 
Eubacterium/Clostridium spp. und Bifidobacterium spp. repräsentierten, verschwanden 
hingegen, ebenso konnten Lactobacillus spp. nicht mehr nachgewiesen werden. 
Desulfovibrio spp. waren sowohl im gesunden wie im entzündeten Darm nachweisbar. 
 
Abb. 10: Identifikation von Darmbakterien im gesunden und entzündeten Ileum nach PCR-DGGE und 16S 
rRNA Sequenzanalyse ausgeschnittener Banden. Dargestellt sind die genetischen Fingerabdrücke zur 
Darstellung der ilealen Darmflora bei C57BL/6 Mäusen nach Amplifikation von 16S rRNA Genen. Die 
aufgetrennten Amplifikate wurden aus dem DGGE-Gel isoliert und sequenziert. Die taxonomische Zuordnung 
von 16S rRNA-Genen zu bakteriellen Taxa ist angezeigt. Schwarze bzw. graue Pfeile zeigen Spezies an, die 
während der Ileitis verschwinden bzw. erscheinen. Offene Pfeile markieren Bakteriengruppen, die sich bei 




Die Tatsache, dass sich die Ergebnisse aus den DGGE-Profilen mit der detaillierten 
kulturellen Analyse deckten, wies darauf hin, dass die DGGE als „Monitoring“-Verfahren 
geeignet war, um Änderungen der bakteriellen Diversität im Mausdarm darzustellen, auch 
wenn eine Quantifizierung aufgrund des PCR-Schrittes nicht möglich war. 
3.1.3.2 16S rRNA Klonbibliotheken 
Die Beobachtungen aus der Kultivierung und der DGGE-Profile wurden durch die Analyse 
von 16S rRNA-Klonbibliotheken, hergestellt aus Gesamt-DNA vom Darminhalt gesunder 
bzw. kranker Tiere (n=3 für jede Gruppe) unterstützt (Abb.11). Insgesamt wurden 156 
16S rRNA-Sequenzen analysiert, davon 35 von Tieren mit Ileitis und 121 von gesunden 
Mäusen. Die Analyse der gesunden Darmflora ergab eine Dominanz von Firmicutes 
(Lactobacillus/Clostridium spp.) und Bacteroidetes (Bacteroides/Prevotella spp.) mit 
einem Anteil von 67% bzw. 28% am 16S rRNA Genpool. L. johnsonii war die am 
häufigsten vertretende Lactobacillus-Spezies (36,6% bezogen auf Firmicutes), gefolgt 
von L. murinus (20%), L. reuteri (9,9%), L. intestinalis (3,3%) und taxonomisch nicht 
näher identifizierbaren Lactobacillus spp. (30,2%). Proteobacteria (Desulfovibrionales, 
Burkholderiales) und Actinobacteria (Coriobacteriales, Bifidobacteriales) repräsentierten 
lediglich 5% der 16S rRNA-Klone. Im Gegensatz dazu, fanden sich in Klonbibliotheken 
aus DNA des entzündeten Ileums am Tag acht p.i. (nicht dargestellt in Abb.11) 
ausschliesslich 16S rRNA-Gene von Enterobacteriaceae (96,6%) und Bacteroides spp. 
(3,4%). 
 
Abb. 11: Analyse der 16S rRNA-Gene in Klonbibliotheken aus bakterieller DNA vom Darminhalt gesunder 
C57BL/6 Mäuse mit relativer Verteilung am Gesamt-DNA-„Pool“. Die bakteriellen Taxa sind auf der Y-Achse, die 
korrespondierenden prozentualen Anteile auf der X-Achse dargestellt. Die Analyse wurde für 121 Klonsequenzen 
aus drei gesunden Tieren (je 30, 46 und 45 Klone/Tier) und für 35 Klonsequenzen aus zwei Ileitis-kranken 
Tieren (je 20 bzw. 15 Klone/Tier; in Abb. nicht gezeigt) durchgeführt. Für die taxonomische Einordnung wurden 
die Programme BLASTN (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) und das „SeqMatch“-Modul des „Ribosomal 
Database Project II“ (http://rdp.cme.msu.edu) verwendet. 
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Im Zusammenhang mit der umfangreichen Analyse der Darmflora im gesunden und 
entzündeten Ileum deckten sich die Befunde aus den 16S rRNA-Klonbibliotheken und der 
DGGE mit den Ergebnissen der kulturellen Analyse. Die Darmflora im Ileum der gesunden 
Mäuse, bestand aus einer überwiegend Gram-positiven Bakteriengemeinschaft, die im 
Entzündungszustand durch Gram-negative Bakterienarten verdrängt wurde. Die Daten 
aus kultureller, molekulargenetischer und histologischer Analyse zeigten, dass das 
Auftreten der Gram-negativen Flora im entzündeten Ileum mit dem Schweregrad der 
Immunpathologie assoziiert war. 
3.1.3.3 Typisierung von E. coli 
3.1.3.3.1 RAPD-PCR 
Die Ergebnisse, die mittels der o.g. Analysen einen deutlichen Anstieg von E. coli im 
entzündeten Ileum ergaben, warfen die Frage auf, ob die im Entzündungszustand 
isolierten E. coli-Stämme endogener Natur oder exogen erworben waren und 
möglicherweise pathogene Eigenschaften aufwiesen. Die RAPD-PCR bot die Möglichkeit, 
mit einer einfachen PCR-basierten Methode zahlreiche Isolate in einem Parallelansatz 
genotypisch zu untersuchen. Bei dieser Technik zeigen Unterschiede in den zufällig 
generierten Bandenmustern an, dass Isolate genetisch nicht identisch sind und als 
separate Subpopulation aufgefasst werden können, die durch klonale Expansion 
expandiert sind. Um dies zu prüfen, wurden aus den Ilea von C57BL/6 Mäusen (n=5) mit 
T. gondii-induzierter Ileitis und gesunden Tieren (n=3) E. coli-Einzelkolonien isoliert. 
Insgesamt wurde die DNA von 140 E. coli-Isolaten aus Ileitis-Darminhalt und 60 E. coli-
Isolate aus gesundem Ileum mit der RAPD-PCR untersucht. In Abb.12 sind jeweils zwei 
repräsentative Bandenmuster pro Tier dargestellt. Die Ergebnisse der RAPD-PCR zeigten, 





Abb. 12: RAPD-PCR Genotypisierung von DNA aus E. coli-Isolaten. Dargestellt sind die RAPD-Bandenmuster 
von Isolaten aus dem Ileum bei T. gondii-induzierter Ileitis (Nummer 1-10) und aus dem Ileum gesunder Tiere 
(Nummer 11-14). Dargestellt sind je zwei repräsentative Isolate pro Tier. Die Gesamtzahl der Isolate betrug: 
140 Isolate aus 5 Tieren mit Ileitis bzw. 60 Isolate aus 3 Tieren. ohne Ileitis. Die Spuren 15 bzw. 16 zeigen die 
Leerkontrolle ohne DNA in der PCR bzw. einen DNA-Grössenmarker. 
 
Nahezu identische genetische Fingerabdrücke (RAPD-PCR) von E. coli-Isolaten aus den 
Ilea von gesunden und kranken Tieren deuteten darauf hin, dass der im Entzündungsfall 
akkumulierende E. coli-Stamm höchstwahrscheinlich aus der normalen Darmflora der 
gesunden Maus stammte. 
3.1.3.3.2 Pathotypisierung 
Der Beitrag von E. coli zur Histopathologie wäre aufgrund des Anstiegs um mehrere 
logarithmische Stufen im entzündeten Ileum auch mit dem Vorhandensein von pathogen-
assoziierten Genen erklärbar. Einige der bei E. coli bekannten pathogen-assoziierten 
Gene wurden daher in ausgewählten Isolaten aus den gesunden bzw. entzündeten Ilea 
von C57BL/10 und C57BL/6 Wildtyp-Mäusen und TLR-defizienten Tieren untersucht 
(siehe auch 3.2). Dabei wurden folgende Gene auf Vorhandensein oder Abwesenheit 
geprüft: Shiga-Toxin 1/2 (stx1/2), Intimin (eaeA), alpha-Hämolysin (hlyA), Serinprotease 
(espA), Katalase/ Peroxidase (katP) und hitze-stabiles Enterotoxin (astA). Es erfolgte eine 
stichprobenartige Auswahl von Isolaten, da die Ergebnisse der RAPD-PCR bereits eine 
klonale Expansion von E. coli nahelegten. Die Isolate 1-3-1, 8-1-1 und 8-2-1 (Abb.13) 
stammten aus den 60 Isolaten von gesunden Mäusen, die bereits in der RAPD-PCR 




Abb. 13: Pathotypisierung von E. coli-Isolaten. E. coli-Isolate aus dem Ileum naiver Wildtyp C57BL/10, BL6 
und TLR4-defizienten Tieren und infizierter BL10/BL6 und TLR2-defizienten Mäusen. Die Laktose-Verwertung 
wird als +/- angezeigt. Nachweis von Shiga-Toxin Genen (stx1/stx2) mittels LightCycler; Gennachweis für eaeA, 
hlyA, espA, katP, astA, recA, tolC mit konventioneller PCR (s. 2.9.2). 
 
Da keine pathogen-assoziierten Gene in den ausgewählten E. coli-Isolaten nachweisbar 
waren und von einer klonalen Expansion kommensaler E. coli ausgegangen wurde, waren 
die immunpathologischen Veränderungen bei der T. gondii-Ileitis wahrscheinlich nicht 




3.1.4 Behandlung der Ileitis mit Antibiotika 
3.1.4.1 Prophylaktische Behandlung mit Ciprofloxacin / Metronidazol 
Nachdem die Ileitis mit einem massiven Anstieg von E. coli und Bacteroides/Prevotella 
spp. im Lumen entzündeter Dünndarmabschnitte verbunden war und die hohe Zahl von 
Gram-negativen Bakterien an der Mukosa auch den direkten Kontakt von Bakterien mit 
dem Epithel begünstigte, sollte überprüft werden, ob eine Eradiktion der Gram-negativen 
Flora eine positive Auswirkung auf die Histopathologie und die Überlebensrate der Tiere 
hatte. Dazu wurden die Mäuse mit Antibiotika behandelt, welche die entsprechenden 
Darmbakterien eradizierten. Die Mäuse wurden prophylaktisch, also vor der T. gondii-
Infektion, bzw. therapeutisch, nach der Infektion mit Antibiotika behandelt (siehe 2.3.8). 
Während über 90% der Antibiotika-behandelten Tiere die akute Infektion überlebten, 
waren am Tag acht p.i. alle Placebo-behandelten Kontrolltiere verstorben. Die 
prophylaktische Behandlung mit Ciprofloxacin (Cf) und Metronidazol (Mtz) fünf Tage vor 
der T. gondii-Infektion resultierte in einer Überlebensrate von 60% am Tag zehn p.i. 
(Abb.14A). Am Tag 22 p.i. waren noch 25% dieser Tiere am Leben. Ciprofloxacin bzw. 
Metronidazol-Monobehandlung resultierte in einem Überleben von ca. 40% bzw. 30% an 
Tag zehn p.i. Von den Metronidazol-behandelten Tieren waren am Tag 22 alle verstorben, 
wohingegen zumselben Zeitpunkt von den Ciprofloxacin-behandelten Tiere noch 15% am 
Leben waren. Mäuse mit einer kombinierten Behandlung von Ciprofloxacin/Metronidazol 
zeigten eine leichtgradig bessere Histopathologie im Vergleich zu den jeweils 
monobehandelten Tieren, die nur eine milde bis moderate Dünndarmentzündung 
entwickelten. Alle Antibiotika-behandelten Tiere zeigten eine signifikant verbesserte 
Histopathologie des Dünndarms im Vergleich zu Placebo-behandelten Kotrolltieren 
(Abb.14B). Eine Antibiotikapropylaxe führte zu einer signifikanten Reduzierung der 
Darmlängenverkürzung, deren Ausmass den Entzündungsgrad widerspiegelte (in 
Colitismodellen beschrieben). Bei Mäusen mit schwerer Ileitis war die Dünndarmlänge um 
19,0 ± 4,8% verkürzt im Vergleich zu nichtinfizierten Kontrolltieren. Signifikant weniger 
Dünndarmverkürzung konnte bei Tieren gemessen werden, die mit Ciprofloxacin (8,6 ± 
6,1%, p<0,05), Metronidazol (9,3 ± 2,1%, p<0,01) oder einer Kombination aus 
Ciprofloxacin/Metronidazol (9,5 ± 3,4%, p<0,01) behandelt wurden im Vergleich zu 




Abb. 14: Überlebensraten und Histopathologie bei Mäusen mit T. gondii-induzierter Ileitis und 
prophylaktischer Antibiotikabehandlung. (A) Dargestellt sind die Überlebensraten bei Behandlung ab Tag fünf 
vor T. gondii-Infektion mit Ciprofloxacin (Cf, schwarze Quadrate, n=19), Metronidazol (Mtz, offene Quadrate, 
n=16) Ciprofloxacin plus Metronidazol (Cf + Mtz, graue Quadrate, n=19), Kontrolle (w/o, schwarze Kreise, 
n=10). (B) Dargestellt ist die Histopathologie am Tag acht p.i. bei Ciprofloxacin-, Metronidazol- und 
Ciprofloxacin/Metronidazol-behandelten Tieren (n=5 pro Gruppe). Angegeben sind 
Mittelwerte+Standardabweichung (*p<0,05 Cf+Mtz vs Monobehandlung;**p<0,01;***p<0,001 
Antibiotikabehandlungen im Vergleich zur Kontrolle). Daten in Kooperation mit David Fuchs 
(med.Dissertationsschrift). 
 
Eine parallel durchgeführte kulturelle Analyse der Darmflora bestätigte, dass aerobe und 
anaerobe Gram-negative Stäbchen durch die Behandlung mit Ciprofloxacin bzw. 
Ciprofloxacin/Metronidazol auf weniger als 103 KBE/g (Nachweisgrenze) Ileuminhalt 
gesenkt und damit fast vollständig eradiziert worden waren. Die Mengen von aeroben 
Gram-positiven Bakterien v.a. Enterokokken nahmen bei kombinierter Gabe von 
Ciprofloxacin/Metronidazol im Vergleich zu nichtbehandelten T. gondii-infizierten 




Tab. 13: Bakterienkonzentrationen (log KBE/g Ileuminhalt) nach 
















Ohne Behandlung      
Nicht infiziert 7,2 ± 9,0x104 5,7 ± 6,6x108 5,9 ± 8,8x106 <1x103 1,1 ± 0,9x109 
Infiziert * 1,2 ± 0,9x1011 5,5 ± 4,1x105 6,8 ± 6,6x108 1,1 ± 1,8x1011 <1x103 
Prophylaktische 
Behandlung 
     
Infiziert (Ciprofloxacin) <1x103 5,0 ± 6,9 x107 0,5 ± 1,1x109 3,2 ± 7,1x108 <1x103 
Infiziert (Metronidazol) 5,3 ± 6,8x109 2,6 ± 2,7x108 3,5 ± 2,9x109 <1x103 <1x103 
Infiziert (Ciprofloxacin 
+ Metronidazol) 
<1x103 1,1 ± 1,3x108 1,5 ± 3,1x104 <1x103 <1x103 
Therapeutische 
Behandlung 
     
Infiziert (Ciprofloxacin) <1x103 3,7 ± 3,6x107 0,5 ± 1,1x105 3,7 ± 8,3x108 <1x103 
Infiziert (Metronidazol) 3,3 ± 3,9x109 5,1 ± 6,1x105 5,1 ± 4,7x109 <1x103 <1x103 
Infiziert (Ciprofloxacin 
+ Metronidazol) 
<1x103 1,1 ± 1,3x107 3,3 ± 5,1x103 <1x103 <1x103 
*Mäuse mit schwerer Ileitis am Tag acht nach T. gondii-Infektion, n=5 pro Gruppe. 
3.1.4.2 Behandlung einer bestehenden Ileitis mit Ciprofloxacin/Metronidazol 
Um zu zeigen, wie sich eine Antibiotikabehandlung auf eine bereits bestehende Ileitis 
auswirkte, wurden die Tiere ab dem Tag fünf p.i. täglich mit den o.a. Antibiotika 
behandelt. Wie bereits erwähnt, waren am Tag fünf p.i. erste histopathologische 
Veränderungen und parallel dazu ein quantitativer Anstieg der Gesamtbakterienlast, 
sowie eine qualitative Verschiebung der Dünndarmflorenzusammensetzung erkennbar. 
Wie bei der prophylaktischen Antibiotikabehandlung wurde auch bei therapeutischen 
kombinierten Behandlung mit Ciprofloxacin/Metronidazol der Anteil der aeroben Gram-
negativen Stäbchen Bakterien auf weniger als 1x103 KBE/g, also bis zur Nachweisgrenze, 
gesenkt (Tab.13). 20% der Tiere, die eine Kombinationsbehandlung aus 
Ciprofloxacin/Metronidazol erhalten hatten, überlebten die akuten Phase der Ileitis 
(Abb.15A) von Tag 14 p.i. bis zum Ende der Beobachtung am Tag 22 p.i. Eine 
Monobehandlung mit Ciprofloxacin bzw. Metronidazol ergab einen Überlebensvorteil von 
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ca. drei Tagen bis Tag 10/11 p.i. gegenüber den Tieren der Placebo-behandelten 
Kontrollgruppe, die alle am Tag acht p.i. verstorben waren. Die Histopathologie war bei 
therapeutischer Antibiotikabehandlung unabhängig vom Antibiotikaregime im Vergleich 
zu unbehandelten Tieren signifikant verringert (Abb.15B), wobei sich zwischen den 
Behandlungsgruppen keine histopathologischen Unterschiede ergaben. 
 
Abb. 15: Überlebensraten und Histopathologie bei Mäusen mit T. gondii-induzierter Ileitis und 
therapeutischer Antibiotikabehandlung. (A) Dargestellt sind die Überlebensraten für Behandlung ab Tag fünf 
nach T. gondii-Infektion mit Ciprofloxacin (Cf, schwarze Quadrate, n=10), Metronidazol (Mtz, offene Quadrate, 
n=10), Ciprofloxacin plus Metronidazol (Cf + Mtz, graue Quadrate, n=10), Kontrolle (w/o, schwarze Kreise, 
n=8). (B) Dargestellt ist die Histopathologie bei Ciprofloxacin-, Metronidazol- und Ciprofloxacin/Metronidazol-
behandelten Tieren (n=5 pro Gruppe). Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (*p<0,05;**p<0,01 
im Vergleich zur Kontrolle). Daten in Kooperation mit David Fuchs (med. Dissertationsschrift). 
 
Die prophylaktische Antibiotikabehandlung mit einer Kombination aus Ciprofloxacin und 
Metronidazol war effektiver als die jeweilige Monobehandlung bzw. der therapeutische 
Ansatz. Gesteigerte Überlebensraten und geringere Gewebeschäden waren in beiden 
Behandlungsschenkeln von einer reduzierten Immunantwort im Ileum begleitet. Dies 
wurde durch niedrigere in Ileum-Organkulturen gemessenen NO- und IFN-gamma Werte 
von behandelten Tieren im Vergleich zur Kontrolle deutlich (Abb.16), die den bei 




Abb. 16: Messung von Immunmediatoren in Ileum-Organkulturüberständen nach prophylaktischer Gabe 
bzw. therapeutischer Antibiotikabehandlung einer bestehenden T. gondii-induzierten Ileitis. Dargestellt sind die 
NO- bzw. IFN-gamma Werte (pg/mg Protein) für die prophylaktische/ therapeutische Behandlung (Tag fünf vor 
bzw. nach T. gondii-Infektion). Cf = Ciprofloxacin, Mtz= Metronidazol, w/o=keine Antibiotika, Naive= keine 
Toxo-Infektion. (* p<0,05;**p<0,01;***p< 0,001). 
 
Da IFN-gamma und NO als Marker für eine Th1-vermittelte Immunantwort gelten und an 
der Ausprägung des entzündlichen Gewebeschadens ursächlich mitbeteiligt sind, lässt 
sich aus den Ergebnissen schliessen, dass die erniedrigten Werte für IFN-gamma und NO 
in antibiotikabehandelten Tieren und die damit assoziierte bessere Histopathologie, sowie 
der Überlebensvorteil als Folge der Eradikation der Gram-negativen Flora zu werten sein 
könnte (siehe dazu 4.1.2). 
3.1.5 Gnotobiotische C57BL/6-Tiere und definierte Rekolonisierung 
Der spezifische Beitrag einzelner Bakteriengruppen zur T. gondii-induzierten Ileitis wurde 
bei sogenannten gnotobiotischen (griech.: gnōtós = definiertes; bios = Leben) C57BL/6-
Wildtyptieren, bei denen keine kultivierbare Darmflora mehr nachweisbar war, analysiert. 
Zur Generierung gnotobiotischer Mäuse wurde die Darmflora mit einer fünffachen 
Antibiotikabehandlung über sechs Wochen eradiziert (siehe 2.3.9). Da sämtliche Tiere 
dieselbe Antibiotikabehandlung erhielten und sich lediglich durch ihren 
Kolonisierungsstatus unterschieden, sollte der Beitrag einzelner Bakterien zur 
Ausprägung der Dünndarmentzündung untersucht werden. Von den gnotobiotischen 
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Tieren ohne Rekolonisierung mit Bakterien überlebten 80% die akute Phase der Infektion 
am Tag neun p.i. und 75% dieser Tiere überlebten bis zu Tag 28 nach T. gondii-Infektion. 
Im Gegensatz dazu verstarben alle Tiere, die mit Darminhalt von Ileitis-kranken Tieren 
oder SPF-Flora rekonstituiert waren, an Tag acht p.i. (Abb.17A). Die Überlebensraten 
korrelierten mit den im Ileum beobachteten entzündlichen Veränderungen. Während im 
Ileum gnotobiotischer Tiere keinerlei Entzündungszeichen am Tag acht p.i. nachweisbar 
waren, entwickelten SPF-Tiere und mit Darminhalt kranker Tiere rekonstituierte 
gnotobiotische Mäuse zumselben Zeitpunkt schwerwiegende histopathologische Schäden 
(Abb.17B). Wenn gnotobiotische Tiere mit einzelnen Bakterienarten rekolonisiert wurden, 
dann unterschied sich das inflammatorische Potenzial der einzelnen Bakterienarten 
deutlich voneinander. Mäuse, die mit E. coli monoassoziiert wurden, zeigten eine 
moderate Histopathologie mit drei Punktwerten im „Histo-Score“ des Ileums am Tag acht 
p.i., überlebten aber nicht nach Tag 13 p.i. (Abb.17A und B). Mit Bacteroides/Prevotella 
spp. kolonisierte Tiere unterschieden sich histopathologisch nicht signifikant von der E. 
coli Gruppe, es überlebten aber bis zu 22% der Tiere bis Tag 28 nach T. gondii-Infektion. 
Gnotobiotische Mäuse mit einer L. johnsonii-Monoassoziation entwickelten dagegen keine 
Ileitis. Mehr als 80% dieser Tiere überlebten bis Tag neun p.i. und 37.5% bis zum Ende 
des Beobachtungszeitraums (Abb.17A und B). Eine Rekolonisierung mit L. johnsonii, 
Bacteroides sp. oder Bacteroides/Prevotella spp. resultierte in einer leichten Erhöhung 
der NO-Werte gegenüber den gnotobiotischen Tieren. Nach Kolonisierung mit E. coli, SPF-
Flora oder Darminhalt kranker Tiere stiegen die gemessenen NO-Werte in Ileum-
Organkulturen nochmals deutlich an (Abb.17C). Gnotobiotische Mäuse und solche, die 
mit L. johnsonii, Bacteroides sp., Bacteroides/Prevotella spp. oder E. coli rekolonisiert 
waren, zeigten keine signifikanten Unterschiede der IFN-gamma-Werte untereinander. 
Eine Kolonisierung mit Darminhalt kranker Tiere oder SPF-Flora resultierte jedoch in 




Abb. 17: Darstellung der Überlebensraten und Histopathologie bei rekolonisierten gnotobiotischen Tieren mit 
T. gondii-Ileitis. (A) Darstellung der Überlebensraten gnotobiotischer Tiere (n=15, offene Kreise, w/o), 
gnotobiotischer Tiere besiedelt mit: Ileitis-Darrminhalt kranker Tiere (n=7, schwarze Quadrate), E. coli (n=10, 
schwarze Kreise), Bacteroides/Prevotella spp. (n=9, graue Kreise) oder L. johnsonii (n=10, gestrichelte Kreise). 
Tiere mit konventioneller SPF-Flora (schwarze Dreiecke) dienten als Kontrolle. (B) Darstellung 
entzündungsbedingter Gewebeschäden in gnotobiotischen bzw. rekolonisierten Tieren. Analyse der 
Histopathologie am Tag acht p.i. bei gnotobiotischen Tieren besiedelt mit: Ileitis-Flora, E. coli, 
Bacteroides/Prevotella spp. oder L. johnsonii oder ohne Besiedelung. Die T. gondii-infizierten SPF-Tiere dienten 
als Kontrolle (je n=5). Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (**p<0,01;***p<0,001 im Vergleich 
zu nichtkolonisierten gnotobiotischen Tieren). (C/D) Darstellung der NO- und IFN-gamma-Werte im Überstand 
von Ileum-Organkulturen von gnotobiotischen Tieren ohne Kolonisierung (w/o), nach Kolonisierung mit: L. 
johnsonii (Lj), Bacteroides spp. (B), Bacteroides/Prevotella spp. (B/P), E. coli (Ec) oder Darminhalt von Tieren 
mit Ileitis. SPF-Tiere als Kontrolle. Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (n=5/Gruppe; 
*p<0,05;**p<0,01 im Vergleich zu nichtkolonisierten gnotobiotischen Tieren). Daten in Kooperation mit David 
Fuchs (med. Dissertationsschrift). 
Eine Assoziation von E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. verstärkte additiv die 
Ausprägung der T. gondii-Ileitis, so dass klar gezeigt werden konnte, dass diese beiden 




3.2 Einfluss von TLR-Defizienz auf die Darmflora bei T. gondii-
induzierter Ileitis 
Im T. gondii-Ileitis Modell mit C57BL/6 Mäusen konnte bereits gezeigt werden, dass ein 
massiver intraluminaler Konzentrationsanstieg von E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. 
die Entzündungsreaktion verstärkte. Um zu untersuchen, ob das Vorliegen einer TLR-
Defizienz einen Einfluss auf die Zusammensetzung der Darmflora und die 
Entzündungsreaktion haben könnten, wurde die Darmflora bei C57BL/10-Wildtyp Mäusen 
und TLR-defizienten Tieren mit T. gondii-Ileitis analysiert. Das T. gondii-Ileitis Modell war 
ursprünglich für C57BL/6 Mäuse etabliert worden. Da die TLR-defizienten Tiere aber 
einen C57BL/10 genetischen Hintergrund aufwiesen, wurde in Vorversuchen getestet, wie 
sich eine T. gondii-Infektion auf die C57BL/10-Tiere in diesem Modell auswirkte. Die 
Florenvergleiche und die klinischen Daten zeigten, dass sich die beiden Mausstämme 
bezüglich der Florenzusammensetzung und Entwicklung der T. gondii-induzierten Ileitis 
nahezu gleich verhielten (Daten hier nicht gezeigt). Die C57BL/10-Tiere entwickelten den 
präfinalen Zustand bzw. eine den C57BL/6-Tieren vergleichbare schwere Histopathologie 
nach T. gondii-Infektion mit einem Tag Verzögerung, so dass die Probennahme am Tag 
neun p.i. erfolgte. Die TLR-defizienten Tiere waren entweder homozygot defizient für 
TLR2, einem Rezeptor zur Erkennung von Zellwandbestandteilen aus Gram-positiven 
Bakterien, oder für TLR4, einem spezifischen Rezeptor für LPS aus der Zellwand Gram-
negativer Bakterien oder für beide. 
3.2.1 Analyse der kultivierbaren Darmflora TLR-defizienter Tiere 
Eine detaillierte Analyse der kultivierbaren luminalen Darmflora im Ileum zeigte, dass die 
Konzentrationen der identifizierten Bakteriengruppen, sowohl im gesunden wie auch im 
Zustand der T. gondii-Ileitis TLR-unabhängig waren. Bei Wildtypen sowie TLR-defizienten 
Mäusen war der Grad der Ileitis (Tag neun p.i.) von einer Veränderung der Darmflora 
begleitet. Während der Ileitis stieg sowohl im Wildtyp, als auch bei den TLR-defizienten 
Tieren die Menge von E. coli signifikant an. Der Anstieg betrug bei den Wildtypen und 
den TLR2+4-/- Tieren  fünf bis sechs logarithmische Stufen, bei den TLR2-/- und TLR4-/- 
drei bis vier Stufen (Abb.18A). Während der Ileitis (Tag neun p.i.) war eine nicht 
signifikanter Anstieg der strikt anaeroben Gram-negativen Stäbchen 
(Bacteroides/Prevotella spp.) um 2-3 logarithmische Größenordnungen im Vergleich zum 
gesunden Zustand zu beobachten (Abb.18B). Die Bacteroides-Population setzte sich aus 
B. ovatus, B. merdae, B. uniformis, B. vulgatus und B. thetaiotaomicron, die Prevotella-
Population aus P. oralis und P. buccae zusammen. Die Anzahl der Gram-positiven 
Stäbchen im luminalen Ileuminhalt war bei Wildtyp-Mäusen im Vergleich zu TLR-
defizienten Tieren allenfalls leicht reduziert. Die Zahl der Enterokokken (Enterococcus 
faecalis, E. faecium, E. gallinarum) zeigte einen im Vergleich zum gesunden Zustand 




Abb. 18: Analyse der kultivierbaren Darmflora in TLR-defizienten Tieren mit und ohne T. gondii-Ileitis.  
(A) Dargestellt sind die Bakterienkonzentrationen im Ileum von gesunden (n=6) und Tieren mit ausgeprägter 
Ileitis am Tag neun p.i. (n=9). E. coli (Ec), Milchsäurebakterien (LAB, hauptsächlich Lactobacillus spp.), 
Bacteroides / Prevotella spp. (B/P). Die Identifikation einzelner Isolate wurde durch 16S rRNA-Sequenzierung 
bestätigt. Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (*p<0,05). Die Daten wurden in Kooperation mit 
Julia Niebergall (med. Dissertationsschrift) erhoben. (B) PCR-DGGE Analyse (16S rRNA variable Regionen V6-
V8) der Darmflora bei TLR-defizienten Mäusen mit T. gondii-induzierter Ileitis. Der Darminhalt von gesunden 
Mäusen (n=3) und an Ileitis erkrankten Tieren (je n=5) wurde am Tag neun p.i analysiert. Dargestellt sind die 
Ergebnisse für Wildtyp BL10 (WT, n=3), TLR2-/-, TLR4-/- und TLR2+4-/- (je n=3). Im Rahmen des 
Entzündungsprozess verschwindende Lactobacillus spp. (offener Pfeil) bzw. erscheinende Enterobacteriaceae 
(schwarzer Pfeil) DNA-Banden wurden mittels 16S Sequenzanalyse identifiziert. 
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3.2.2 PCR-DGGE der Darmflora TLR-defizienter Tiere 
Die Ergebnisse der kultivierbaren Flora konnten durch genetische Fingerabdrücke mittels 
PCR-DGGE bestätigt werden (Abb.18B). Die Sequenzierung von 16S rRNA-Genen aus den 
korrespondierenden DNA-Banden der DGGE-Profile bestätigte, dass Laktobazillen, die im 
gesunden Ileum dominant waren (weisser Pfeil, Abb.18B), im entzündeten Ileum durch 
Enterobacteriaceae verdrängt wurden. Diese akkumulierten im Ileum bei Tieren mit 
schwerer Entzündung (schwarzer Pfeil, Abb.18B). Es war weder im gesunden noch im 
entzündeten Ileum ein signifikanter Einfluß einer TLR-Defizienz auf die 
Zusammensetzung der Darmflora erkennbar. 
3.2.3 Überleben, Histopathologie und Immunantwort bei TLR-
defizienten Tieren 
Da sich in den kulturellen und molekularen Analysen der Florenzusammensetzungen von 
bzw. bei Wildtyp und TLR-defizienten Tieren nur minimale Unterschiede gezeigt hatten, 
sollte anschliessend die Frage beantwortet werden, ob ähnlich zusammengesetzte 
Bakteriengemeinschaften bei TLR-defizienten Tieren auch ähnliche Auswirkungen auf die 
Entzündungsausprägung nach T. gondii-Infektion hatten. Dazu wurden die 
Überlebensraten der Tiere, die Histopathologie des Ileums und die Konzentrationen von 
IFN-gamma und NO in Überständen von Ileum-Organkulturen analysiert. Die klinischen 
Parameter der Darmentzündung unterschieden sich signifikant zwischen dem Wildtyp und 
den TLR4-defizienten Tieren. Verglichen zum Wildtyp und den TLR2-/- Tieren wiesen die 
TLR4-/- und TLR2+4-/- Tiere eine verringerte Mortalität und Histopathologie auf, erkennbar 
an höheren Überlebensraten (Abb.19A) und verringerten Punktwerten in der 
Histopathologie (Abb.19B). Die Analyse zeigte, dass es zwischen Wildtyp und TLR2-/- 
(p<0,88) und zwischen TLR4-/- und TLR2+4-/- (p<0,73) keine signifikanten Unterschiede 
im kumulativen Überleben gab. Die Überlebensraten (Abb.19A) zeigten, dass die TLR2+4-
/- Tiere zu 80% am Tag zehn p.i. überlebten und zu 60% bis Tag 22 p.i. Die TLR4-/- Tiere 
überlebten zu ca. 65% am Tag zehn p.i. und zu 55% bis Tag 22 p.i. Deutlich davon 
abgesetzt waren die TLR2-/- Mäuse, die am Tag zehn p.i. nur 20% Überleben zeigten, 
welches sich vom Tag 14 p.i. bis zum Ende des Beobachtungszeitraumes auf 10% 
absenkte (Log Rank Test p<0,0012 TLR2-/- versus TLR4-/-). Die C57BL/10-Wildtypen 
waren nach Tag 10 p.i. alle verstorben und zeigten damit ein signifikant schlechteres 





Abb. 19: Überlebensraten bei TLR2-/-, TLR4-/- oder TLR2+4-/- Mäusen mit T. gondii-induzierter Ileitis.  
(A) Dargestellt ist das Überleben von C57BL/10-Wildtyp (WT, schwarz, n=10), TLR2-/- (dunkelgrau, n=11), 
TLR4-/- (hellgrau, n=11) und TLR2+4-/- (n=8). Die Ergebnisse stammen aus zwei unabhängigen Experimenten. 
Das Uberleben wurde bis Tag 22 p.i. beobachtet. Die Überlebensraten wurde mit dem Kaplan-Meier-Test 
analysiert. Die Signifikanzen wurden mit dem „Log Rank“ Test berechnet und sind in schwarz bzw. hellgrau 
dargestellt. (B) Dargestellt ist Histopathologie des terminalen Ileums bei C57BL/10-Wildtyp (WT, n=5), TLR2-/- 
(n=5), TLR4-/- (n=5) oder TLR2+4-/- (n=5) am Tag neun p.i. (**p<0,01;***p<0,001 im Vergleich zum 
Wildtyp). Daten aus Abb.19A/B in Kooperation mit Julia Niebergall (med.Dissertationsschrift). 
Die Histopathologie des Dünndarms war zwischen TLR2-/- Mäusen und Wildtypen nicht 
unterschiedlich, jedoch zeigten die TLR4-/- und TLR2+4-/- Tiere mit Punktwerten zwischen 
eins bis zwei eine signifikant verminderte Histopathologie im Vergleich zum Wildtyp 
(Abb.19B). 
Eine verminderte Immunpathologie bei TLR4-defizienten Mäusen war assoziiert mit 
signifikant niedrigeren Werten für IFN-gamma und NO aus Organkulturüberständen 
entzündeter Ilea (Abb.20). Die IFN-gamma Werte waren beim Wildtyp und allen TLR-
defizienten Tieren im entzündeten Ileum immer signifikant erhöht im Vergleich zum 
gesunden Ileum. IFN-gamma war jedoch im Ileum der TLR4-defizienten Tiere signifikant 
gegenüber dem Wildtyp und den TLR2-/- Mäusen erniedrigt (Abb.20A). Die für NO 
gemessenen Werte zeigten, dass es nur bei Wildtyp und TLR2-/- zwischen gesundem und 
entzündeten Ileum einen signifikanten Anstieg des NO im entzündeten Dünndarm gab. 
Die NO-Werte aus Ileum-Organkulturüberständen der TLR4-/- und TLR2+4-/- Mäuse waren 
im entzündeten Ileum dagegen signifikant gegenüber Wildtyp und TLR2-/- erniedrigt, und 
erreichten damit das niedrige Niveau der gesunden TLR4-/- bzw. TLR2+4-/- 
Kontrollgruppen (Abb.20B). Als Ergänzung zu diesen Daten war die T. gondii-Infektion 
und die Dissemination der Parasiten im Dünndarm nicht TLR2- oder TLR4-abhängig. Die 
Anzahl der Tachyzoiten war in Schnitten vom terminalen Ileum bei Wildtyp und TLR-





Abb. 20: Proinflammatorische Mediatoren im Ileum von BL10-WT, TLR2-/-, TLR4-/- und TLR2+4-/- Mäusen. 
Dargestellt sind IFN-gamma- (A) und NO-Konzentrationen (B) in Überständen aus Ileum-Organkulturen (pg/mg 
Ileum) von C57BL/10-Wildtyp (WT n=5), TLR2-/- (n=5), TLR4-/- (n=5) oder TLR2+4-/- (n=3). Die Analyse 
erfolgte von Mäusen mit Ileitis am Tag neun p.i. im gesunden Zustand. Angegeben sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen (*p<0,05; **p<0,01). 
Die Immunpathologie im terminalen Ileum bei einer T. gondii-induzierten Ileitis wurde 
damit eindeutig durch das Vorhandensein von TLR4 verstärkt. 
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3.2.4 Einfluss von definierter Rekolonisierung und TLR-Liganden bei 
gnotobiotischen TLR4-defizienten Mäusen mit T. gondii-
induzierter Ileitis 
Die Ergebnisse aus den o.a. Versuchen zeigten, dass die bei der T. gondii-induzierten 
Ileitis beobachtete Immunpathologie durch eine im Entzündungsverlauf akkumulierende 
Gram-negative Bakterienflora, massgeblich durch E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. 
bedingt war. Zum anderen verstärkte das Vorhandensein von TLR4 die 
Dünndarmentzündung. Dies liess darauf schliessen, dass Komponenten Gram-negativer 
Bakterien ursächlich an der Immunpathologie beteiligt waren.  
3.2.4.1 E. coli Monokolonisierung von TLR-defizienten gnotobiotischen Tieren 
 mit T. gondii-Ileitis 
Gnotobiotische C57BL/10 Wildtyp- und TLR2-, TLR4- und TLR2+4-defiziente Tiere 
wurden sechs Tage vor der T. gondii-Infektion mit einem E. coli-Isolat aus einer Ileitis-
kranken Maus monokolonisiert (siehe 2.3.9). Die Herstellung gnotobiotischer Tiere 
erfolgte durch Behandlung mit fünf verschiedenen Antibiotika über sechs Wochen, 
wonach keine kultivierbare Darmflora mehr nachgewiesen werden konnte (siehe 2.3.9; 
3.1.5). Am Tag neun p.i. erreichten die E. coli-Konzentrationen bei allen Gruppen eine 
Höhe von 109-1010 KBE/g Ileuminhalt wie auch in konventionellen (nicht gnotobiotischen) 
Tieren beobachtet. Gnotobiotische TLR-defiziente Tiere erreichten nach 
Monokolonisierung damit also die gleiche E. coli-Last wie der Wildtyp (Abb.21A). Eine E. 
coli-Monokolonisierung verstärkte die Ileitis bei gnotobiotischen Wildtyp- und TLR2-
defizienten Tieren. Dagegen zeigten TLR4- und TLR2+4-defiziente Tiere nur 
geringgradige Entzündungsreaktionen, erkennbar an Punktwerten von eins, und wiesen 
damit eine signifikant geringere Histopathologie im Vergleich zum Wildtyp bzw. TLR2-/- 
Tieren auf (Abb.21B). 
3.2.4.2 Gabe von E. coli Lipid A bei TLR4-defizienten Tieren mit T. gondii-
Ileitis  
Da die konservierte Lipid A-Komponente des bakteriellen LPS hochspezifisch an TLR4 
bindet, wurden gnotobiotische Wildtyp- und TLR4-defiziente Tiere sechs Tage vor der T. 
gondii-Infektion bis Tag neun p.i. mit gereinigtem E. coli Lipid A im Trinkwasser behandelt 
(2.3.9). Es sollte analysiert werden, ob eine Gabe von Lipid A ursächlich für die 
Auslösung einer immunpathologischen Reaktion bei T. gondii-Ileitis sein kann. Die 
Histopathologie dieser Tiere wurde mit der von E. coli monokolonisierten und 
konventionellen SPF-Mäusen verglichen (Abb.21C). Die Histopathologie der E. coli Lipid 
A-behandelten und der E. coli-monokolonisierten Wildtyp-Tiere war am Tag neun p.i. mit 
Punktwerten von vier im „Histo-Score“ nahezu identisch und damit signifikant erhöht im 
Vergleich zu den gleich behandelten TLR4-/- Mäusen. Die TLR4-defizienten Tieren 
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entwickelten dagegen keine Ileitis, denn es war keine Histopathologie, sowohl nach Gabe 
von E. coli Lipid A als auch nach E. coli-Monokolonisierung erkennbar. Wildtyp-Mäuse mit 
SPF-Flora zeigten mit Punktwerten von fünf eine ausgeprägte Histopathologie signifikant 
erhöht im Vergleich zu den TLR4-defizienten Tieren mit SPF-Florenbesiedelung 
(Abb.21C).  
 
Abb. 21: Abhängigkeit von TLR4 für die Induktion einer T. gondii-Ileitis in E. coli-monokolonisierten oder mit 
LPS (Lipid A) behandelten gnotobiotischen Mäusen. (A) E. coli-Konzentrationen im terminalen Ileum bei WT 
(n=3), TLR2-/- (n=3), TLR4-/- (n=3) und TLR2+4-/- (n=3). Mittelwerte+Standardabweichung (nicht signifikant 
für alle Gruppen). (B) Dargestellt ist der Schweregrad der Ileitis in gnotobiotischen Mäusen (Gb) ohne 
Besiedelung (weisse Balken) oder mit E. coli-Monokolonisierung (graue Balken) am Tag neun p.i. bei Wildtyp-
Mäusen (WT, n=3) und TLR2-/- (n=3), TLR4-/- (n=3) und TLR2+4-/- (n=3) Tieren. Angegeben sind 
Mittelwerte+Standardabweichung (*p<0,05 im Vergleich zum Wildtyp und TLR2-/-). (C) Dargestellt ist der 
Einfluss oraler Gabe von Lipid A (LPS) auf den Schweregrad der Ileitis bei gnotobiotischen (Gb) Wildtyp- 
(schwarze Balken, n=4) und TLR4-/--Tieren (weisse Balken, n=4) am Tag neun p.i. Im Vergleich dazu PBS-
behandelte (WT n=22; TLR4-/- n=7), E. coli-monokolonisierte (WT n=16; TLR4-/- n=7) und SPF-Tiere (WT 
n=22; TLR4-/- n=9). Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (***p<0,001 Wt versus TLR4-/-). Daten 
in Kooperation mit Julia Niebergall (med. Dissertationsschrift). 
Die Gabe von E. coli Lipid A konnte in Wildtyp-Tieren im Rahmen der T. gondii-Ileitis eine 
Immunpathologie auslösen, die der von E. coli-monokolonisierten Tieren entsprach 
(Abb.21C). Die Beobachtung, dass TLR4-/--Mäuse vor schwerer Entzündung geschützt 
waren, bestätigte, dass sehr wahrscheinlich Komponenten Gram-negativer Bakterien, im 
besonderen die Lipid A-Komponente des bakteriellen LPS die Ileitis über den 
Mechanismus einer LPS/TLR4-vermittlelten Signaltransduktion verstärkte. 
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3.2.5 Behandlung von T. gondii-infizierten C57BL/6 Tieren mit 
Polymyxin B 
Um zu untersuchen, ob die oben beschriebene LPS/TLR4-Interaktion als therapeutischer 
Ansatzpunkt für die Behandlung einer T. gondii-induzierte Ileitis dienen könnte, wurden 
C57BL/6-Wildtyp Mäuse mit dem nicht resorbierbaren LPS-Antagonisten Polymyxin B 
behandelt. Die Tiere erhielten dazu, wie oben bereits erwähnt, eine prophylaktische oder 
therapeutische Gabe von Polymyxin B (siehe 2.3.8). Beide Behandlungsregime mit 
Polymyxin B konnten die Ileitis abmildern. Das war erkennbar an signifikant höheren 
Überlebensraten an Tag acht p.i. von 63% bei prophylaktischer bzw. 48% bei 
therapeutischer Behandlung im Vergleich zu Placebo-behandelten Kontrolltieren, die alle 
an Tag acht p.i. verstorben waren. In der prophylaktischen Behandlungsgruppe 
überlebten 5% und in der therapeutischen Gruppe 4% der Tiere bis Tag 22 p.i. Die 
Histopathologie war signifikant geringer bei prophylaktisch (Punktwerte von drei bis vier) 
bzw. therapeutisch (Punktwerte vier bis fünf) behandelten Tieren im Vergleich zu 
Placebo-behandelten Kontrolltieren mit Werten von fünf bis sechs (Abb.22A). Da der 
Schweregrad der Ileitis mit einer signifikanten Verkürzung des kleinen Intestinums 
korreliert (Heimesaat et al. 2006), wurde die Dünndarmlänge der behandelten Tiere hier 
gemessen. Bei Placebo-behandelten Tieren mit schwerer Ileitis (Tag acht p.i.) war das 
Intestinum signifikant um 19,0 ± 4,8% verkürzt im Vergleich zu gesunden Kontrollen, 
wohingegen prophylaktisch mit Polymyxin B behandelte Tiere eine geringere Verkürzung 
von weniger als 10% aufwiesen (Abb.22B). Eine Abmilderung der Entzündungsreaktion 
im Dünndarm durch die prophylaktische Gabe von Polymyxin B spiegelte sich auch in den 
erniedrigten NO-Konzentrationen in Ileum-Organkulturüberständen wider. Prophylaktisch 
behandelte Tiere wiesen vergleichbar niedrige NO-Werte auf wie gesunde Kontrolltiere 
(Abb.22C). Eine mikrobiologische Analyse der Darmflora von Polymyxin B behandelten 
Tieren am Tag acht p.i. zeigte, dass der Anteil von E. coli durch Polymyxin B von 1,2 ± 
1011 KBE/g Ileuminhalt auf weniger als 103 KBE/g gesenkt und damit selektiv eradiziert 
wurden. Bei den anderen Bakteriengruppen, den aeroben Gram-positiven Stäbchen bzw. 
Kokken und den anaeroben Gram-negativen bzw. Gram-positiven Stäbchen konnte kein 
signifikantes Absenken der Bakterienmengen durch die Behandlung mit Polymyxin B 




Abb. 22: Histopathologie, Dünndarmverkürzung und NO-Konzentrationen bei C57BL/6-Mäusen mit T. gondii-
induzierter Ileitis nach Behandlung mit Polymyxin B. (A) Dargestellt sind die Histopathologie-Punktwerte nach 
prophylaktischer bzw. therapeutischer Polymyxin B Behandlung (*p<0,05;**p<0,01). (B) Dargestellt ist die 
prozentuale Dünndarmverkürzung nach prophylaktischer bzw. therapeutischer Polymyxin B Behandlung 
(n=5/Gruppe) im Vergleich zu Placebo-behandelten Tieren. Angegeben sind Mittelwerte und 
Standardabweichungen (*p<0,05 im Vergleich zur Placebogruppe). (C) Dargestellt sind die NO-Konzentrationen 
in Ileum-Organkulturüberständen nach prophylaktischer Polymyxin B Behandlung (n=4) und bei Placebo-
behandelten Tieren (n=5). Angegeben sind Mittelwerte+Standardabweichung (*p<0,05 im Vergleich zur 
Placebogruppe). Daten in Kooperation mit Julia Niebergall (med. Dissertationsschrift). Die orale Gabe von 
Polymyxin B führte zu einer Abmilderung einer T. gondii-induzierten Ileitis. Das Polymyxin B hatte dabei 
vermutlich zwei Effekte, zum einen die nachgewiesene selektive Eradizierung von E. coli und möglicherweise 
auch die Abschwächung des TLR4/LPS-vermittelten Signalweges durch Bindung des bakteriellen LPS. Damit 
konnte in Ergänzung zu den o.a Ergebnissen bestätigt werden, dass die T. gondii-induzierte 
Dünndarmentzündung durch diesen Signalweg verstärkt wurde. TLR4-Antagonisten könnten demanch einen 




3.2.6 RNA-Expressionsanalyse bei TLR-defizienten Tieren mit T. 
gondii-Ileitis  
Um nachzuweisen, ob die Ileitis auch mit der verstärkten Expression 
entzündungsspezifischer Gene assoziiert war, wurden mRNA-Arrayanalysen von Gesamt-
RNA-Extrakten aus dem Ileum jeweils eines C57BL/10-Wildtyp Tieres, eines TLR2- bzw. 
TLR4-defizienten Tieres im gesunden Zustand und bei T. gondii-induzierter Ileitis (Tag 
acht p.i.) durchgeführt. Zunächst wurden die Expressionsdaten von Wildtyptieren im 
gesunden im Vergleich zum entzündeten Ileum analysiert. Desweiteren wurden die 
Expressionsdaten insbesondere auf eine TLR4-abhängige Regulierung hin untersucht. 
Dies bedeutet, dass nur die TLR4-defizienten Tiere eine Expressionsregulation aufwiesen, 
während im Wildtyp bzw. TLR2-/- keine Änderung erfolgte („No Change“, siehe 2.10). Da 
aus Kostengründen zunächst nur jeweils ein gesundes bzw. T. gondii-infiziertes Tier 
(Wildtyp BL10, TLR2-/- und TLR4-/-) untersucht wurde, war keine statistische Analyse 
möglich. Im Ileum von Wildtyp-Tieren mit schwerer Ileitis war die Expression von Genen 
für proinflammatorische, z.B. Lipocalin, Chitinase-3-like 3-Protein, CXCL9 oder 
Calgranulin, als auch antiinflammatorische Faktoren, z.B. Gp49, Timp1 und Suppressoren 
des Zytokin-Signalweges hochreguliert (Tab.14/15). Die erhöhte bzw. erniedrigte RNA-
Expression ausgewählter Transkripte im Wildtyp (Tab.14/15) deckte sich mit den 
Beobachtungen zur Immunpathologie der Ileitis aus den vorangegangenen Experimenten 
(3.1.1 bis 3.1.5). Einige regulierte Transkripte werden imfolgenden exemplarisch 
aufgeführt (Gesamttabellen siehe Anhang Tab.A-C). Das Lipocalin 2 (Lcn2) hindert 
Bakterien dadurch am Wachstum, dass es die Eisenbindung durch Bakterien über 
Siderophore verhindert. Die Bildung von Lipocalin 2 (Lcn2) in Immunzellen wird durch 
TLR4 nach Stimulation mit Bakterien induziert (Flo et al. 2004; Fischbach et al. 2006). 
Lcn2 war im Wildtyp deutlich stärker erhöht, als in den TLR-defizienten Tieren. Das Signal 
log Verhältnis betrug beim Wildtyp 8,25, bei TLR4-defizienten Tieren nur 2,21 (Tab.14). 
Proteine der Chitinase-Familie sind mit Entzündung assoziiert (Chang et al. 2001; Nio et 
al. 2004). Das Makrophagenprotein (Lectin) Ym1 hat eine 30%ige Homologie zur 
bakteriellen Chitinase und wird bei Entzündungen gebildet (Chang et al. 2001). Das in 
diese Familie gehörende „Chitinase-3-like-3“-Protein, war im Wildtyp mit einem Signal 
log Verhältnis von 7,25 stärker hochreguliert als bei den TLR2-/- (5,06) bzw. TLR4-/- 
(5,08). Die heterodimeren S100-Calcium-Bindeproteine A8 und A9 (Calgranulin A/B) sind 
in Entzündungsherden und im Cytoplasma von neutrophilen Granulozyten zu finden. 
Nach Stimulation mit LPS kommt es zur Sekretion von Calgranulin A/B aus neutrophilen 
Granulozyten und Makrophagen und in Folge zur weiteren Migration von neutrophilen 
Granulozyten (Ryckman et al. 2003; Vandal et al. 2003; Sunahori et al. 2006; Anceriz et 
al. 2007). Da dieser Prozess über LPS stimuliert werden kann, ist er hochwahrscheinlich 
TLR4-abhängig. Dies konnte z.B. in der Expressionsstärke von S100 A8 (Calgranulin A) 
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im Wildtyp nachvollzogen werden, die gegenüber TLR4-/--Tieren deutlich erhöht war 
(Tab.14). Der Chemokin-Ligand 9 (CXCL9) war in Wildtyp-Tieren ebenfalls sehr deutlich 
(6,26) im Vergleich zu TLR2-/- (2,37) und TLR4-/- (2,75) hochreguliert. In einem 
Colitismodell mit adoptiven Transfer von CD4+CD25- T-Zellen in SCID-Mäuse konnte z.B. 
gezeigt werden, dass in Tieren, die durch den Erhalt von CD4+CD25+ (Treg)-Zellen vor 
Colitis geschützt waren, die mRNA-Werte für den entzündungsassoziierten 
Chemokinrezeptor CXCR3 und dessen Ligand CXCL9 deutlich vermindert waren 
(Kristensen et al. 2006). Die RNA-Expression von Gp49A(B), Timp1, Serpina3n und dem 
Protein Nummer 9 der C-Typ Lectin-Superfamilie wurden z.B. als anti-inflammatorisch 
kategorisiert. Das auf der Oberfläche von neutrophilen Granulozyten konstitutiv 
exprimierte Protein Gp49B1 verhindert neutrophil-abhängige Gefäßschäden, die als 
Antwort auf LPS-Stimulation folgen (Zhou et al. 2003). Timp1 (engl.: tissue inhibitor of 
metalloproteinase 1) ist einer der intrinsischen Inhibitoren von Matrix-Metallo-
Proteinasen, die als Haupteffektoren des T-Zell vermittelten Gewebeschadens gelten. In 
einer cDNA-Makroarray Studie bei Patienten mit ulzerativer Colitis wurde Timp1 als eines 
der hochregulierten Gene in entzündeten Gewebeabschnitten identifiziert (Okahara et al. 
2005). In den hier vorliegenden Daten war klar erkennbar, dass im Wildtyp eine 
verstärkte Aktivierung von Timp1 im entzündeten Ileum vorlag, während die TLR-
defizienten Tiere eine Herunterregulation zeigten. Serinprotease-Inhibitoren, z.B. 
Serpina3 (Antichymotrypsin) nehmen Einfluss auf die Regulation von Proteasen in 
Leukozyten im Verlauf von Entzündungsvorgängen. Sie gelten als Plasma-Proteinase-
Inhibitoren der akuten Phase und kontrollieren überschiessende entzündlich bedingte 
Gewebeschäden (Dickson & Alper 1974). Proteine der C-Typ Lectin Superfamilie sind an 
verschiedenen anti-inflammatorischen Antworten beteiligt, beispielsweise an der 
verstärkten Aggregation von Bakterien (Iovanna & Dagorn 2005). Die Expression von 
Serpina3 und C-Typ Lectin Nr.9 war im Wildtyp gegenüber TLR4-/- erhöht (Tab.14). 
Weiterhin waren Transkripte der Gene für Proteine der Zell-Zell-Interaktionen von 
Lymphozyten wie Selectin, Protocadherin und Phosphoprotein 1 bei T. gondii-Ileitis im 
Wildtyp ebenso hochreguliert, wie das der Komplement-Komponente 1. Die 
Hochregulierung von Interleukin 1-beta und die Gegenregulation durch einen Suppressor 
des Zytokin-Signalweges entsprach dem erwarteten Entzündungsprozeß vom Th1-Typ 
nach T. gondii-Infektion ebenso wie die Hochregulierung eines Rezeptors für einen 
koloniestimulierenden Faktor („CSF-Receptor 2“), der die Migration neutrophiler 




Tab. 14: Expression bei Ileitis (Tag acht p.i.) versus Tag null bei Wildtyp BL10, 
TLR2-/- und TLR4-/-. Hochregulierte RNA-Expression (Signal log-Verhältnis >3) und 
funktionelle Zuordnung (Auswahl; Gesamttabelle A, siehe Anhang). 




 WT BL10 TLR2-/- TLR4-/-  
Lipocalin 2 8,25 4,14 2,21 Binding, transporter activity 
Chitinase3-like3 7,25 5,06 5,08 Inflammatory response 
S100 calcium binding protein / 
A8 (Calgranulin A) 
6,07 3,13 1,49 Chemotaxis, calcium ion binding 
S100 / A9 (Calgranulin B) 7,08 5,3 4,84 Leukocyte chemotaxis, Calcium 
ion binding 
CXCL9 Chemokine (C-X-C 
motif) ligand 9 
6,26 2,37 2,75 Inflammatory response, 
Chemokine/cytokine activity 
Glycoprotein gp49A  6,69 3,5 1,73 Leukocyte immunoglobulin-like 
receptor, subfamily B 
Serin peptidase inhibitor 
Serpina3n  
6,07 4,32 1,55 Acute phase response, Serine-
type endopeptidase inhibitor 
C-type lectin superfamily,  Nr. 9 6,6 4,06 3,6 Immune response, Heterophilic 
cell adhesion 
Tissue inhibitor of 
metalloproteinase Timp1 
6,16 -0,18 -0,15 Metalloendopeptidase inhibitor 
activity 
Selectin lymphocyte 5,42 0,13 1,32 Cell adhesion of lymphocytes 
Protocadherin alpha family  4,2 0,39 -3,78 Calcium dependent cell-cell 
adhesion 
Platelet derived growth factor 
receptor, alpha polypeptide 
5,49 -0,9 0,19 Protein-tyrosine kinase activity, 
Receptor activity 
Complement component 1, 
subcomponent 
4,1 -0,41 0,95 Innate immune response, 
Proteolysis, Complement 
Secreted phosphoprotein 1 
 
5,39 -0,73 2,94 T-helper 1 type immune 
response, Integrin binding, 
Cytokine activity 
Colony stimulating factor 2 
receptor, beta 2, low-affinity 
(granulocyte-macrophage) 
5,49 2,33 0,25 Interleukin receptor activity, 
Cytokine and chemokine 
mediated signaling pathway 
Interleukin 1 beta 4,66 -1,5 -0,56 Interleukin-1 receptor binding, 
Inflammatory response, 
Leukocyte migration, Neutrophil 
Suppressor of cytokine 
signaling 1 
5,4 2,48 2,76 Negative regulation of JAK-STAT 
cascade, Cytokine and 





Während der T. gondii-induzierten Ileitis waren beim Wildtyp Gene herunterreguliert, die 
Kinaseaktivität aufweisen, z.B. die LPS-induzierbare Thymidinkinase, „met proto-
oncogene“ und „V-erb-b2“ (Tab.15). „Bcl2-like1“ und das Insulin-ähnliche 
Wachstumsfaktor-Protein 4 sind mit Anti-Apoptose-Aktivität assoziiert (MGI Database) 
und führten durch die Herunterregulierung im Wildtyp wahrscheinlich zu einer 
verstärkten Apoptose-Aktivität. Resistin steht in Verbindung zur angeborenen 
Immunantwort und Homeostaseaktivität. Hogan et al. (2006) konnten in einem DSS-
Colitis Modell zeigen, dass ein Resistin-ähnliches Molekül (RELM-beta) wesentlich an der 
Aufrechterhaltung der Barrierefunktion des Colonepithels beteiligt war. Im Wildtyp und 
TLR2-/- war die Expression von Resistin deutlich vermindert, nicht aber bei TLR4-/-. 
 
Tab. 15: Expression bei Ileitis (Tag acht p.i.) versus Tag null bei Wildtyp BL10, 
TLR2-/- und TLR4-/-. Herunterregulierte RNA-Expression (Signal log Verhältnis < minus 
3) und funktionelle Zuordnung (Auswahl; Gesamttabelle B, siehe Anhang). 
 
Bezeichnung Signal log Verhältnis / Genotyp 
Molekulare Funktion / 
Biologischer Prozeß 
(MGI Database) 
 WT BL10 TLR2-/- TLR4-/-  
     
Insulin-like growth factor 
binding protein 4 
-4,98 -0,35 -0,52 Insulin-like growth factor binding 
protein 4, Regulation of cell growth 
Max dimerization protein -5,76 -2,3 0,11 Transcription regulator activity 
Thymidylate kinase family LPS-
inducible member 
-4,62 -1,43 0,04 Thymidylate kinase activity 
Met proto-oncogene -5,34 -1,01 -1,53 Activation of MAPK activity, Protein 
kinase activity 
Bcl2-like 1 -4,57 -1,85 -0,26 Anti-apoptosis activity 
Resistin -4,88 -3,52 0,38 Innate immune response, 
Homeostasis activity 
Gap junction membrane 
channel protein beta 1 
-5 -1,32 -0,24 Gap-junction forming channel 
activity, Cell-cell signalling 
V-erb-b2 erythroblastic 
leukemia viral oncogene 
-5,51 -2,61 -0,57 Transmembrane receptor protein 
Tyrosine kinase signaling pathway 
Purinergic receptor P2X, ligand-
gated ion channel 4 
-4,77 -1,9 -0,13 ATP-gated cation channel activity 
Integrin alpha 3 -5,77 -0,68 -0,08 Receptor activity, Integrin-
mediated signaling pathway 
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Für die TLR4-abhängig regulierte Expression (Tab.16) konnten Gene identifiziert werden, 
die mit T-Zell Interaktionen assoziiert sind. TLR4-abhängig hochreguliert war hier 
beispielsweise der „Killer cell lectin-like receptor“, der die durch natürliche Killerzellen 
vermittelte Zytotoxizität negativ reguliert. Transkripte, mit einer 
entzündungsverstärkenden T-Zell Assoziation, wie z.B. das CD80-Antigen und das 
Endomucin (CD43), waren dagegen herunterreguliert. Eine negative Regulation der 
Endozytose ist mit einer Proteinkinase C assoziiert, die TLR4-abhängig hochreguliert war. 
Das Hitzeschockprotein Hsp60 hat viele Funktionen und wird bei Streß, aber auch bei 
immunologischen Prozessen vermehrt gebildet (Wallin et al. 2002). Hsp60 war in der 
vorliegenden Arbeit gering TLR4-abhängig hochreguliert, jedoch beim Wildtyp und TLR2-
/- deutlich erniedrigt. In einem Hepatitis-Modell wurde beschrieben, dass Hsp60 die Th1-
vermittelte Immunantwort inhibieren kann (Zanin-Zhorov et al. 2005). Als Kostimulator 
kann es auf regulatorische T-Zellen (Treg, CD4+CD25+) wirken und somit die adaptive 
Immunantwort herunterregulieren (Zanin-Zhorov et al. 2006). Proinflammatorisch 
assoziierte Transkripte waren dagegen herunterreguliert, z.B. ein TNF-alpha Rezeptor, 
eine Procollagen C-Proteinase, ein Integrin und eine 12-Lipooxygenase. Sehr interessant 
war auch die Herunterregulation der Matrixmetalloproteinase 13, die durch IFN-gamma 





Tab. 16: TLR4-abhängige Expression bei Ileitis (Tag acht p.i.) versus Tag null. 
Regulierte RNA-Expression; Signal log Verhältnis als Anstieg >1,5 (I=Increase) oder 
Abstieg < minus 3 (D=Decrease) und funktionelle Zuordnung (Auswahl; Gesamttabelle 
C, siehe Anhang). 
* I/D = „Increase“ oder „Decrease“ (siehe 2.10); MGI Database: http://www.informatics.jax.org/ 
Signal log Verhältnis / Genotyp Bezeichnung 
 I / D*
Molekulare Funktion / 
Biologischer Prozeß 
(MGI Database) 
 WT BL10 TLR2-/- TLR4-/-  
Killer cell lectin-like receptor 
subfamily B member 1D 
-4,08 0,97 4,46 Negative regulation of natural 
killer cell mediated cytotoxicity, 
Receptor activity 
Heat shock protein, A -2,49 -4,04 1,82 Protein folding, Response to heat 
Protein kinase C and casein 
kinase substrate in neurons 1 
-0,86 -2,54 3,08 Negative regulation of endocytosis, 
Cytoskeletal protein binding, 
Kinase activity  
Matrix metalloproteinase 13 -0,69 1,52 -5,73 Collagen catabolic process, 
Metalloendopeptidase activity 
Hyaluronan and proteoglycan 
link protein 2 
-0,49 -2,56 -4,08 Hyaluronic acid binding,  cell 
adhesion 
Arachidonate 12-lipoxygenase 4,19 1,32 -5,1 Arachidonate 12-lipoxygenase 
activity, Leukotriene biosynthetic 
process 
Transducin (beta)-like 1X-linked 
receptor 1 
2,92 -0,63 -3,27 GTPase activity, Signal 
transduction 
Endomucin 1,28 -3,64 -4,51 Cell adhesion, T cell binding 
Integrin beta 1 (fibronectin 
receptor beta) 
0,14 -1,04 -3,36 Integrin binding, Integrin-
mediated signaling pathway 
Tumor necrosis factor receptor 
superfamily, member 11a 




0,45 -1,33 -3,91 Nucleic acid binding, Proteolysis 
Latent transforming growth 
factor beta binding protein 3 
0,13 -0,22 -3,48 Transforming growth factor beta 
receptor signaling pathway, 
Growth factor binding 
CD80 antigen 1,11 2,05 -3,38 Receptor activity, T cell 
costimulation 
Beta-site APP cleaving enzyme 
1 




3.3 DSS-Colitis bei TLR-defizienten Tieren 
3.3.1 Analyse der kultivierbaren Colonflora bei TLR-defizienten Tieren 
Da es sich bei der DSS-induzierten Colitis um ein anderes Organsystem und ein chemisch 
induziertes Entzündungsmodell, anders als bei der T. gondii-induzierten Ileitis handelte, 
sollte hier eine globale Analyse der Colonflora durchgeführt werden. Das Ziel hierbei war, 
mögliche entzündungsassoziierte Änderungen bakterieller Gruppen herauszuarbeiten. Die 
umfangreiche kulturell-mikrobiologische Analyse vom Darminhalt des Colons wurde 
analog durch molekulargenetische Methoden ergänzt. Die Konzentration von 
kommensalen E. coli im Colon stieg bei kranken Wildtyp-Tieren im Vergleich zu gesunden 
signifikant um vier logarithmische Stufen an (*p <0.05; Abb.23A). Hingegen stieg die E. 
coli-Last bei TLR-defizienten Tieren mit DSS-Colitis weniger als bei Wildtyp-Mäusen an. 
Die Anzahl der Enterokokken, Laktobazillen, Bacteroides/Prevotella spp. und Clostridien 
unterschieden sich nicht signifikant zwischen Wildtyp und TLR-defizienten Tieren weder 
im gesunden, noch im entzündeten Zustand. Enterococcus spp. und 
Bacteroides/Prevotella spp. stiegen zwar tendenziell an, der Unterschied war aber nicht 
signifikant (Abb.23B). Die Bacteroides-Population setzte sich nach biochemischer Analyse 
und Bestätigung über 16S rRNA-Sequenzanalyse folgendermassen zusammen: 
Bacteroides ovatus, B. merdae, B. uniformis, B. vulgatus und B. thetaiotaomicron. Die 
Prevotella spp. setzten sich aus P. oralis und P. buccae, und die Enterococcus spp. aus E. 




Abb. 23: Zusammensetzung der kultivierbaren Darmflora von gesunden (G, weiße Punkte) und Tieren mit 
schwerer Colitis (K, graue Punkte) am Tag acht nach siebentägiger DSS-Behandlung angegeben in log KBE/g 
Coloninhalt. (A) Dargestellt sind die Werte für E. coli und Enterococcus spp. und in (B) für Lactobacillus spp., 
Bacteroides/Prevotella spp. und Clostridium spp. Die Zahlen in Klammern geben die Anzahl der Mäuse mit 
Bakteriennachweis pro Anzahl aller Versuchstiere dieser Gruppe an. Angegeben sind Einzelwerte (Punkte) und 
Mittelwertbalken (*p< 0,05 im Vergleich zu gesunden Tieren). Daten in Kooperation mit Julia Niebergall (med. 
Dissertationsschrift). 
 
Der signifikante Anstieg von E. coli im Wildtyp zeigte, dass auch bei der DSS-Colitis wie 
schon bei der T. gondii-Ileitis beobachtet, eine entzündungsbedingte Erhöhung der Gram-
negativen Bakterienlast zu finden war. 
3.3.2 Schweregrad der DSS-Colitis bei TLR-defizienten Tieren 
Um den möglichen Einfluss von TLR2 und TLR4 auf die Ausprägung einer Colitis zu 
untersuchen, wurden C57BL/10 Wildtyp, TLR2-, TLR4- und TLR2+4-defiziente Tiere im 
DSS-induzierten Colitismodell untersucht. Nach siebentägiger DSS-Behandlung, 
entwickelten die Wildtyptiere ausgeprägte Symptome einer Colitis bis zu einem klinischen 
Gesamtindex von 11 Punkten (0-12, siehe 2.3.5). Die TLR-defizienten Tiere jedoch 
zeigten signifikant niedrigere Werte von sieben (TLR2-/- und TLR4-/-) bzw. vier (TLR2+4-/-) 
im klinischen Gesamtindex und signifikant erniedrigte IFN-gamma Werte gegenüber dem 
Wildtyp in Organkulturüberständen aus mesenterialen Lymphknoten (MLN). Es wurden 
hier die Daten für MLN dagestellt, weil sich im Colon keine signifikanten 
histopathologischen Unterschiede zwischen Wildtyp und TLR-defizienten Tieren ergeben 
hatten (siehe auch 3.3.4) und nur in den MLN signifikante Unterschiede bezüglich IFN-




Abb. 24: Klinischer Colitisschweregrad und IFN-gamma-Werte bei Wildtyp, TLR2-/-, TLR4-/- und TLR2+4-/- 
Mäusen. (A) Dargestellt ist der klinische Gesamtindex am Tag acht nach siebentägiger DSS-Behandlung: 
Wildtyp C57Bl/10 (schwarze Balken, n=10), TLR2-/- (dunkelgraue Blaken, n=10), TLR4-/- (hellgraue Balken, 
n=12) und TLR2+4-/- (weisse Balken, n=11). Die Daten stammen aus zwei unabhängigen Experimenten. (B) 
Dargestellt sind die IFN-gamma Konzentrationen aus Organkulturüberständen von MLN. Die MLN stammten von 
Wildtyp (WT, schwarze Balken, n=3), TLR2-/- (dunkelgrau, n=4), TLR4-/- (hellgrau, n=4) und TLR2+4 -/- (weiss, 
n=4) Mäusen mit Colitis an Tag acht (nach siebentägiger DSS-Behandlung). Die Daten stammen aus 
(***p<0,001 im Vergleich zum Wildtyp). 
 
Die reduzierten Colitissymptome waren mit verminderter entzündlicher Aktivität assoziiert, wie an den 
erniedrigten IFN-gamma Werten aus den MLN der TLR-defizienten Tiere im Vergleich zum Wildtyp zu 
erkennen war (Abb.24B). Unter Berücksichtigung der Ergebnisse zur kultivierbaren Colonflora, kann 
man schliessen, dass die hohen E. coli-Konzentrationen bei Colitis an den klinischen 
Schweregrad gekoppelt waren. 
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3.3.3 Molekulare Charakterisierung der Colonflora in TLR-defizienten 
Mäusen mit DSS-Colitis 
Mittels PCR-DGGE wurden molekulare Fingerabdrücke der Colonflora bei gesunden und 
an Colitis erkrankten C57BL/10 und TLR-defizienten Tieren erstellt (Abb.25). Da bei der 
Colitis ausschliesslich ein signifikanter Anstieg der kultivierbaren Gram-negativen 
Bakterien (E. coli) bei Wildtyp-Tieren im Vergleich zu den TLR-defizienten Tieren 
beobachtet werden konnte, wurden auch molekulare Muster aus dem Coloninhalt 
TLR2+4-defizienter Tiere erstellt, um möglicherweise noch andere Bakteriengruppen zu 
detektieren, die mit dem Schweregrad der Colitis assoziiert waren. Die DGGE-Profile 
zeigten, dass die akute Phase der Colitis von starken Veränderungen der Darmflora 
begleitet wurde. Die Sequenzanalyse einzelner Banden aus den DGGE-Profilen bestätigte 
eine Verschiebung der Bakterienzusammensetzung zur Familie der Enterobacteriaceae 
(Abb.25A). Zudem war in den DGGE-Profilen von Mäusen mit Colitis eine reduzierte 
Diversität der Darmflora zu erkennen. Sequenzanalysen von DGGE-Banden deuteten an, 
dass nicht-kultivierbare Spezies aus der Gruppe Bacteroidales, Bryantella spp., Tannerella 
spp. und einige Clostridien und Laktobazillen im entzündeten Colon verschwanden 
(Abb.25A). Zum anderen war eine Bande, die 16S rRNA-Gene der Clostridiales 
repräsentierte, im entzündeten Colon im Wildtyp deutlich dominanter (Abb.25A), als im 
gesunden Zustand zu erkennen, was auf eine mögliche Akkumulation der 
entsprechenden Bakteriengruppe bei Colitis hinwies. Mit der PCR-DGGE-Analyse aus dem 
Coloninhalt von TLR-defizienten Tieren konnten ebenfalls Änderungen der Darmflora bei 
Colitis nachgewiesen werden (Abb.25B repräsentativ für TLR2-/- und TLR4-/-, Daten hier 
nicht gezeigt). Die 16S Sequenzanalyse entsprechender DNA-Banden des DGGE-Profils 
bestätigte, dass Laktobazillen, die normalerweise im gesunden Colon zu finden waren, 
bei Entzündung durch Enterobacteriaceae verdrängt wurden. Ein Anstieg von nicht-
kultivierbaren Clostridien, wie bei der DSS-Colitis im Wildtyp beobachtet, konnte 




Abb. 25: DGGE (Variable 16S rRNA-Region V6-8, 16S Primer 968F-GC und 1378R) von 
Bakteriengemeinschaften von Wildtyp und TLR2+4-defizienten Tieren im gesunden Colon und mit Colitis. (A) 
Dargestellt sind die DGGE-Profile der gesunden Flora und bei Colitis (Tag acht nach siebentägiger DSS-Gabe) 
beim C57BL/10 Wildtyp. Die taxonomische Einordnung nach 16S rRNA-Sequenzanalyse der korrespondierenden 
DNA-Banden aus den DGGE-Profilen von gesunden bzw. Wildtyp-Tieren mit Colitis ist links bzw. rechts 
angezeigt. (B) Dargestellt sind die DGGE-Profile der Colonflora von gesunden bzw. TLR2+4-/- Mäusen mit Colitis. 
Die DGGE-Profile aus Gesamt-DNA von Coloninhalten der TLR2-/- und TLR4-/- Tiere ergaben nahezu identische 
Muster. Die Daten von TLR2+4-/- sind daher repräsentativ. Die DGGE-Profile sind repräsentativ für 3 
Mäuse/Gruppe/Experiment. Die Ergebnisse stammen aus zwei unabhängigen Experimenten. 
 
Die molekularen Daten konnten die Ergebnisse der kulturellen Analyse bestätigen, dass 
die DSS-Colitis von einem Anstieg der Enterobacteriaceae begleitet war. Zudem ist in der 
DGGE erkennbar, dass möglicherweise bestimmte nicht-kultivierbare Clostridien im 
entzündeten Colon des Wildtyps verstärkt auftraten. 
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3.3.4 Entwicklung einer komplexen Colonflora bei TLR-defizienten 
Tieren 
Es sollte analysiert werden, ob eine TLR-Defizienz einen erkennbaren Einfluss auf die 
Zusammensetzung einer komplexen Darmflora im gesunden Colon hat. Dazu wurde die 
Colonflora von gesunden TLR2-/-, TLR4-/--und TLR2+4-/--Tieren mit PCR-DGGE und mittels 
16S rRNA-Klonbibliotheken analysiert (Abb.26). Die Versuchstiere (n=3 pro Gruppe) 
wurden im gleichen Alter von drei Monaten getötet und der Coloninhalt (ein Pellet) aus 
distalem Coloninhalt entnommen. Die bakteriellen Gemeinschaften wurden über die 
Erstellung und Analyse von 16S rRNA-Klonbibliotheken und 16S PCR-DGGE 
charakterisiert. Die Sequenzanalyse der Klonbibliotheken mit 16S rRNA-Genen und die 
Speziesidentifikation durch Vergleich mit Datenbankeinträgen zeigte, dass die 
Zusammensetzung der Darmflora in den dargestellten taxonomischen Einheiten zwischen 
TLR-defizienten Tieren und dem Wildtyp nicht signifikant unterschiedlich war (Abb. 26A). 
Dies wurde auch durch die Ergebnisse der DGGE-Analysen bestätigt. Die entsprechenden 
genetischen Fingerabdrücke der Colonflora von TLR2-, TLR4- und TLR2+4-defizienten 
Tieren waren annähernd identisch mit dem Wildtypmuster (Abb.26B). Der Vergleich von 
Anzahl und Bandenpositionen zwischen TLR2-/-, TLR4-/- und TLR2+4-/- Mustern zeigte, 
dass das TLR2-Muster zu 100% dem Wildtypmuster entsprach. Die DGGE-Bandenmuster 
vom Coloninhalt TLR4- bzw. TLR2+4-defizienter Tiere waren beide zu 92% identisch im 
Vergleich zum Referenz-Wildtypmuster. Zwei auftretende DGGE-Banden in TLR4-
defizienten Tieren waren allerdings nicht oder allenfalls schwach vorhanden (weisser bzw. 
grauer Pfeil links in Abb.26B). Eine Sequenzanalyse der entsprechenden 16S rRNA-Gene 
zeigte, dass diese DNA der Bacteroidales-Gruppe zugeordnet werden konnte. Um zu 
überprüfen, ob diese bakterielle Gruppe, repräsentiert durch diese DGGE-Banden, 
möglicherweise tatsächlich TLR4-abhängig abwesend war, wurde zusätzlich die Colonflora 
von Wildtyp und TLR-defizienten Tieren aus einer anderen Haltungseinrichtung 
(Einrichtung B) auf die gleiche Weise mit PCR-DGGE untersucht. Einige Bakterien im 
Wildtyp, repräsentiert durch die obere „Bacteroides“-Bande (weisser Pfeil links in 
Abb.26B) fehlten komplett in TLR4-/- Tieren aus Einrichtung A. Im Colon von TLR4-/- 
Tieren der Einrichtung B war diese Bande aber klar nachweisbar (weisser Pfeil rechts in 
Abb.26B). Dass die untere „Bacteroidales“-Bande (grauer Pfeil, Abb.26B) im Wildtyp-
Muster auch in einem TLR4-/- Tier schwach sichtbar war, wies darauf hin, dass diese 
Unterschiede eher auf interindividuelle Variabilitäten, als auf eine mögliche TLR4-




Abb. 26: Zusammensetzung der Normalflora im Colon bei Wildtyp und TLR-defizienten Tieren. (A) 
Dargestellt ist die Zusammensetzung der Colonflora bei gesunden C57BL/10, TLR2-/-, TLR4-/- und TLR2+4-/- 
Mäusen (drei Monate alt) mittels Analyse von 16S rRNA-Genbibliotheken. Die kompletten 16S rRNA-Gene 
wurden aus der Gesamt-DNA des Coloninhalts amplifiziert (n=3 pro Gruppe; 100 Klonsequenzen pro Gruppe). 
Die Balken repäsentieren den prozentualen Anteil der taxonomischen Gruppen auf der Y-Achse. Angegeben sind 
Mittelwerte+Standardabweichung (nicht signifikant). (B) Dargestellt sind die individuellen 16S rRNA DGGE-
Profile (Primer HDA1GC und HDA2, 16S rRNA V2-3 Region) aus der Colonflora bei Wildtyp-, TLR2-/-- TLR4-/-- 
und TLR2+4-/--Mäusen (n=2/Gruppe). Die Mäuse stammten aus zwei unterschiedlichen Tierhaltungen 
(Einrichtung A/B). Angezeigt ist die korrespondierende 16S rRNA-Sequenzanalyse schwach sichtbarer oder 
fehlender DNA-Banden aus den DGGE-Profilen von TLR4-/- und TLR2+4-/- Tieren (weisse, graue Pfeile) mit % 
Ähnlichkeit zum nächsten Datenbankeintrag (links angezeigt). Auf der X-Achse ist % Ähnlichkeit zur Wildtyp-
Referenz (=100%) angegeben. Die DGGE-Profile sind repräsentativ für drei Tiere/Gruppe/Experiment. Die 
Ergebnisse stammen aus zwei unabhängigen Experimenten. 
 
Die Ergebnisse der molekularen Analysen gaben keinen Hinweis darauf, dass die 
Zusammensetzung der normalen Colonflora im Vergleich zum Wildtyp durch eine TLR2- 
oder TLR4-Defizienz beeinflußt wurde. 
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3.4 Veränderungen der Mausmagenflora bei H. pylori-
Infektion 
3.4.1 Analyse der bakteriellen Diversität im Mausmagen bei H. pylori-
Infektion  
Um den Einfluss einer H. pylori-Infektion auf die Diversität der bakteriellen Magenflora zu 
untersuchen, wurden 16S rRNA-Klonbibliotheken analysiert. Die Klonbibliotheken wurden 
durch Klonierung amplifizierter 16S rRNA-Gene aus Gesamt-DNA-Extrakten der Mägen 
von je einer H. pylori-infizierten bzw. PBS-behandelten Maus erstellt und über 
Hybridisierung mittels spezies-/gattungsspezifischer Sonden analysiert (siehe 2.7). Die 
bakterielle Diversität im Mausmagen stieg bei einer etablierten H. pylori-Infektion an. Der 
Anteil von Laktobazillen war im gesunden Zustand mit über 60% von 30 Klonsequenzen 
deutlich höher als in H. pylori-infizierten Tiere mit 33% von 35 Klonsequenzen (Abb.27). 
 
Abb. 27: Florenveränderung nach H. pylori-Infektion im Magen von Balb/c Mäusen. Dargestellt ist die 
Analyse von 16S rRNA-Klonbibliotheken durch Dot-Blot-Hybridisierung mit spezies-/gattungsspezifischen 
Sonden bei einer H. pylori-infizierten Maus (n=35 Klonsequenzen) und von einem PBS-behandelten Kontrolltier 
(n=30 Klonsequenzen). Angegeben ist der Prozentanteil der 16S-Klonsequenzen am Gesamt-„Pool“ nach 
Detektion durch Lactobacillus-spezifischer (Lac-141, schwarze Balken) und H. pylori-spezifischer Sonde (Hpy-1, 
graue Balken) oder keine Hybridisierung mit Lac-141 und Hpy-1 (weisse Balken). 
 
Die bei einer gesunden Normalflora prädominanten Laktobazillen wurden nach einer H. 
pylori-Infektion im Magen durch eine Vielfalt anderer Spezies verdrängt (Abb.27/28, 
Tab.17). 
3.4.2 Einfluss einer Salmonella-Lebendvakzine auf die H. pylori-
induzierten Änderungen der Magenflora 
Um den Effekt der H. pylori-Infektion auf die Mausmagenflora zu bestätigen und den 
möglichen Einfluss einer prophylaktischen Vakzinierung zu untersuchen, wurde die 
Magenflora analog bei H. pylori-infizierten Mäusen untersucht, die mit der Lebendvakzine 
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Salmonella enterica typhimurium Stamm SL3261 (pYZ97) immunisiert worden waren. 
Diese gentechnisch veränderten Salmonellen exprimierten die H. pylori-Urease-
Untereinheiten A und B. Die kultivierbare H. pylori-Last war bei immunisierten Tieren 
signifikant reduziert (Daten hier nicht gezeigt, Aebischer et al. 2006). Es wurden vier 
Gruppen untersucht: mit H.p.-Infektion, immunisiert mit bzw. ohne H.p.-Infektion und 
Tiere nach Gabe des plasmidfreien (pYZ97) Salmonella Träger-Stamms mit 
anschliessender H.p.-Infektion. Der Effekt der Vakzinierung auf die Diversität der 
Magenflora wurde über die Analyse der 16S rRNA-Klonbibliotheken bestimmt. Aus jeder 
Behandlungsgruppe wurde eine Klonbibliothek konstruiert und der Anteil von 
Lactobacillus-16S Genen über Dot-Blot-Hybridisierung mit einer Lactobacillus-
spezifischen Sonde ermittelt. Die Analyse zufällig ausgewählter Klone aus einer 
individuellen Klonbibliothek jeder Behandlungsgruppe ergab, dass Lactobacillus sp. mit 
einem Anteil von 97% die Magenflora immunisierter bzw. nicht-H. pylori-infizierter 
Mäusen dominierte (Abb.28 und vergleiche Abb.27). In den nicht-immunisierten H. 
pylori-infizierten Mäusen wurde der Anteil von Lactobacillus sp. dagegen auf weniger als 
30% am Gesamt-Genpool gesenkt. Die Frequenz von H. pylori bzw. anderen 




Abb. 28: Auswirkungen der Immunisierung auf die H. pylori-induzierten Änderungen der Magenflora. (A) 
Dargestellt sind die Daten aus 16S rRNA-Klonbibliotheken von einem Tier pro Versuchsgruppe (n=1). Die 
Analyse von 16S rRNA-Klonbibliotheken durch Dot-Blot-Hybridisierung mit spezies-/gattungsspezifischen 
Sonden ist als relativer Prozentanteil der 16S Klonsequenzen am Gesamt-Genpool nach Detektion durch 
Lactobacillus-spezifische (schwarze Balken) und H. pylori-spezifischer Sonde (graue Balken) bzw. ohne 
Hybridisierung mit Lac-141 und Hpy-1 (weisse Balken) dargestellt. Angegeben ist die Anzahl analysierter Klone 
aus 16S rRNA-Klonbibliotheken von Tieren mit/nach: Immunisierung ohne H.p.-Infektion (n=67), H. pylori-
Infektion (n=60), Gabe des SL3261-Trägerstamms und H. pylori-Infektion (n=77), Immunisierung mit H. 
pylori-Infektion (n=75). (B) Analyse des relativen Anteils von Lactobacillus spp. 16S rRNA durch quantitative 
Echtzeit PCR. Auf der Y-Achse ist die Signalintensität von Lactobacillus (in %) im Verhältnis zum eubakteriellen 
Signal (=100%) dargestellt. Die quantitative RT-PCR erfolgte aus Gesamt-DNA Extrakten von Mägen (jeweils 
n=2 pro Gruppe) (***p<0,001; 2-Wege-ANOVA) 
 
Nach prophylaktischer Immunisierung gegen die H. pylori-Urease A/B konnten H. pylori-
infektionsinduzierte Änderungen der Magenflora verhindert werden. Der Anteil der 
ursprünglich vorherrschenden Laktobazillen in der Magenflora blieb somit erhalten. Um 
die Bakterien zu identifizieren, die den Magen von H. pylori-infizierten Mäusen 
kolonisierten, wurden alle klonierten 16S rRNA-Gene aus den Klonbibliotheken der 
verschiedenen Behandlungsgruppen (siehe Abb.28), die weder mit der Lactobacillus-
spezifischen noch mit der H. pylori-spezifischen Sonde hybridisierten, sequenziert (91 
von 279 Klonsequenzen). Es wurden 69 (von insgesamt 91) eindeutige Sequenzen 
generiert. Der Vergleich von Datenbankeinträgen mit öffentlichen Datenbanken zeigte, 
dass sich die Magenflora von H. pylori-infizierten Mäusen aus folgenden 
Bakteriengruppen zusammensetzte: Clostridium coccoides Gruppe, Clostridium spp., 
Bacteroides/Prevotella spp., Eubacterium spp., Ruminococcus spp., E. coli, Streptococcus 
spp. and Lactococcus spp. (Tab.17). Sequenzen von bisher nicht kultivierbaren Bakterien 
stellten einen Anteil von 59 % dar. Zwei einzelne Sequenzen aus der Klonbibliothek von 
nicht-immunisierten (mit dem Salmonella Trägerstamm SL3261 behandelten) Mäusen mit 
H.p.-Infektion mit 99% eine Übereinstimmung mit einer neu beschriebenen Helicobacter-
Spezies. Diese ist in der Lage, Colitis und Typhlitis in IL-10 defizienten Mäusen 
auszulösen (Fox et al. 1999). Die Sequenzanalyse der 16S rRNA-Klonbibliotheken ergab, 
dass aus den Klonbibliotheken von immunisierten bzw. nicht–H.p.-infizierten Mäusen, 
Lactobacillus-Sequenzen identifiziert werden konnten, die nicht mit der Lactobacillus-
spezifischen Sonde hybridisierten. Die korrespondierenden 16S rRNA-Gene wiesen 
Einzelnukleotidveränderungen in der Bindungsstelle der Sonde auf. Die Ergebnisse 
zeigten, daß die H. pylori-induzierten Veränderungen der bakteriellen Diversität im 
Mausmagen durch eine Präsenz von Spezies charakterisiert wurde, die normalerweise auf 
distale Abschnitte des Intestinaltraktes beschränkt sind. 
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Tab. 17: Molekulare Identifikation von Bakterienspezies im Mausmagen. 
* Nicht-immunisierte Tiere wurden mit dem Salmonella-Träger-Stamm SL3261 











Eng verwandte Gruppe / 




AF371582 Uncultured bacterium clone p-57-a5 92 8 Clostridium coccoides group OTU-70 
 AF371633  
Uncultured bacterium clone p-2186-
s959-3 95 2 Clostridium coccoides group OTU-61 
 AF371583 Uncultured bacterium clone p-389-o3 93 1 Clostridium coccoides group OTU-215
 AF371673 Uncultured bacterium clone p-1321-a5 91 1 Clostridium coccoides group OTU-293
 AJ418949 Uncultured bacterium clone k010. 98 1 Clostridium coccoides group OTU-390
 AF371579 Uncultured bacterium clone p-4162-6Wa5 93 1 Clostridium coccoides group OTU-343
 AJ419018 Uncultured bacterium clone kl046 99 4 Clostridium coccoides group OTU-235
Eubacterium hallii 
 AB062773 Uncultured bacterium BCf1-16 90 1 Ruminococcus sp. OUT-227 
 AF371888 Uncultured bacterium clone p-828-a5  93 1 Prevotella sp. OTU-19 
 AJ400242 Uncultured bacterium clone S30-5 95 2 Bacteroides distasonis S30-5 
 AJ400236 Uncultured bacterium clone F3. 90 3 Bacteroides forsythus F3 
 AJ419055 Uncultured bacterium clone kl115 98 1 Bacteroides forsythus F3 
 AJ408963 Uncultured bacterium clone HuCA7. 96 2 Bacteroides putredinis adhufec73 
 AJ408997 Uncultured bacterium clone HuCB23. 95 2 Bacteroides putredinis adhufec73 
 AB094160 Uncultured bacterium clone HuCA19 96 1 Ruminococcus productus 
 Aj408969 Uncultured bacterium clone HuCA17 90 1 Clostridium indolis 
 AF157054 Eubacterium plexicaudatum ASF492 92 1 Eubacterium plexicaudatum ASF492 
 AF157051 Bacterium ASF500 16S ribosomal RNA 98 1 Clostridium sp. ASF500 
 AF157052 Clostridium sp. ASF356  91 1 Clostridium sp.  ASF356 
 AJ011522 Eubacterium ramulus  92 3 Eubacterium ramulus 
 AF202259 Eubacterium oxidoreducens strain G2-2 90 1 Eubacterium oxidoreducens strain G2-
2
 Y10584 Clostridium sp. 16S rRNA  89 1 Clostridium sp. 16S rRNA 
 X76163 Clostridium aerotolerans 16S  92 1 Clostridium aerotolerans 










Eng verwandte Gruppe / 
Gattung / Spezies 
Infiziert 
Immunisiert  
AJ308392 Uncultured bacterium clone S25-5  99 1 Lactobacillus reuteri S25-5 
 X76328 Lactobacillus reuteri (DSM 20016 T)  98 1 Lactobacillus reuteri S25-5 
 AF371506 Uncultured bacterium clone p-29-a5  94 1 Streptococcus alactolyticus OTU-180 
 AY017059 Lactobacillus sp. CLE-4  99 1 Lactobacillus sp. 
Nicht-infiziert 
Immuniziert 
AF157049 Lactobacillus murinus 16S  99 1 Lactobacillus murinus 
 AJ308392 Uncultured bacterium clone S25-5  96 1 Lactobacillus reuteri 
Infiziert AF352166 Lactococcus garvieae strain FLG12 
16S  
97 2 Lactococcus garvieae 
 AF233451 E.coli 16S rRNA gene 98 5 E. coli 
 U01331 Helicobacter pylori isolate MC937  99 2 Helicobacter pylori 
 AF127912  Helicobacter sp. 98 1 Helicobacter sp. 
 AF157049 Lactobacillus murinus 16S  99 5 Lactobacillus murinus 
 AF371575 
Uncultured bacterium clone p-1921-
s962-3  91 1 Clostridium coccoides group OTU-40 
 AF371875 
Uncultured bacterium clone p-2190-
s959-3 92 1 Clostridium coccoides group OTU-61 
 AJ400242 Uncultured bacterium clone S30-5 95 1 Bacteroides distasonis S30-5 
 AJ400241 Uncultured bacterium clone S30-4 95 1 Bacteroides distasonis S30-4 





4.1 Die T. gondii-induzierte Ileitis als 
Darmentzündungsmodell 
4.1.1 Eigenschaften und Vorzüge des Modells 
Die T. gondii-induzierte Ileitis ist ein Modell für eine akute Dünndarmentzündung. Nach 
oraler Infektion mit 100 Zysten T. gondii (Stamm ME49) wird bei suszeptiblen C57BL-
Mäusen eine akute terminale Ileitis ausgelöst. Aufgrund einer nachfolgenden 
ausgeprägten Immunreaktion gekennzeichnet durch den Anstieg von aktivierten CD4+ T-
Zellen, IFN-gamma, TNF-alpha und induzierbarer NO-Synthase (iNOS) versterben diese 
Tiere acht bis neun Tagen nach der Infektion. Die Histopathologie des entzündeten 
terminalen Ileums ist durch eine massive Zerstörung der Villi und der Mukosa 
gekennzeichnet (Liesenfeld et al. 1996, 1999ab; Mordue et al. 2001; Liesenfeld 2002; 
Kasper et al. 2004; Mennechet et al. 2004; Robben et al. 2004). Die Daten der 
vorliegenden Arbeit konnten diese Ergebnisse in den hier untersuchten Parametern 
bestätigen. C57BL/6-Mäuse mit T. gondii-Infektion zeigten eine ausgeprägte 
Histopathologie mit transmuraler Zerstörung und Nekrosen (Abb.8). Bei T. gondii-
infizierten C57BL-Mäusen konnten im Vergleich zu gesunden Mäusen reproduzierbar 
erhöhte IFN-gamma und NO-Werte (Abb.16,17C/D, 20A/B), sowie eine erhöhte Anzahl 
von aktivierten CD4+ T-Zellen detektiert werden (Heimesaat et al. 2006). RNA-
Expressionsdaten des entzündeten Ileums im Vergleich zum gesunden Zustand deuteten 
an, dass Transkripte, sowohl proinflammatorisch wie z.T. auch antiinflammatorisch 
kategorisierter Gene bei T. gondii-infizierten C57BL10-Wildtyp Mäusen hochreguliert 
waren (siehe 3.2.6). Einige proinflammatorische Transkripte waren bei den TLR4-
defizienten Tieren herunterreguliert, z.B. ein TNF-alpha Rezeptor oder die 
Matrixmetalloproteinase 13, was möglicherweise mit der geringeren 
Entzündungsausprägung bei TLR4-defizienten Tieren korreliert. In einem 
Übersichtsartikel von Buzoni-Gatel & Werts (2006) werden mögliche Mechanismen des 
Eindringens von T. gondii durch das Darmepithel und die Interaktionen mit Zellen des 




Abb. 29: Entnommen aus Buzoni-Gatel & Werts 2006; Toxoplasma gondii überwindet das intestinale Epithel 
des Wirtes durch direkte Infektion von Enterozyten (a), durch Eindringen in „tight junctions“ (b), oder nach 
Aufnahme durch DCs (c). Wenn Enterozyten mit dem Parasiten infiziert sind, treten physiologische und 
morphologische Veränderungen auf, die zur Freisetzung von zytotoxischen Molekülen wie NO führen können 
(d). Zusätzlich können Enterozyten auf die Infektion mit der Sekretion von Chemokinen und Zytokinen 
reagieren, die PMNs (e), Makrophagen (f) und DCs (g) anlocken. Diese Zellen können im aktivierten Zustand 
eine direkte abtötende Wirkung entfalten und als Quelle für Zytokine dienen, wie z.B. IL-12, welches die 
adaptive Immunantwort über CD4-Zellen anstösst (h). Für die Auslösung einer spezifischen Immunantwort wird 
eine Antigen-Präsentation benötigt, meist durch DCs. Aktivierte T-Zellen und NK und NKT (i) können nach 
Stimulation durch Zytokine, sekretiert von infizierten Enterozyten, IFN-gamma ausschütten. Dies aktiviert 
Makrophagen, DCs und Enterozyten zur Bekämpfung der Parasiten. IEL (j) wirken zytotoxisch auf Enterozyten 
und produzieren TGF-beta, was möglicherweise die IFN-gamma Produktion abschwächt. Die Replikation der 
Parasiten im Darm kombiniert mit der inflammatorischen Antwort führt zu einem Epithelschaden, der es 
kommensalen Bakterien, einschliesslich LPS-reicher Gram-negativer Spezies, ermöglicht, die Epithelbarriere zu 
überwinden (k). T. gondii blockiert offenbar einige LPS-induzierbare Zytokine (l) und zytokin-abhängige Gene 
von in vitro infizierten Makrophagen (Lee et al. 2006).  
 
Die in Abb.29 beschriebene Translokation kommensaler Gram-negativer Bakterien und 
insbesondere die nachfolgende Wirkung des LPS als TLR4-Ligand konnte auch in der 
vorliegenden Arbeit beobachtet werden (siehe 4.1.2, 4.2). Der Nachweis von Bakterien 
im entzündeten subepithelialen Gewebe durch FISH hatte bereits in Vorarbeiten 
bestätigt, dass die T. gondii-induzierte Ileitis von einem ausgeprägten Barrieredefekt 
begleitet ist, der zur Translokation von Bakterien in subepitheliale Bereiche führt (Daten 
hier nicht gezeigt; Heimesaat et al. 2006). Die Beobachtung, dass lebende E. coli, nicht 
aber Bacteroides/Prevotella spp., durch Kultivierung in mehr als 80% der mesenterialen 
Lymphknoten und in 70% der Milzen von Mäusen mit schwerer Ileitis nachgewiesen 
werden konnten (Daten hier nicht gezeigt), deutet darauf hin, dass translozierende 
Darmbakterien die Gewebezerstörung und die Entzündung durch direkten Zellkontakt 
 
-94- 
und Freisetzung von Immunmediatoren verstärken (Khan et al. 1997; Liesenfeld et al. 
1999ab). Die bei der T. gondii-induzierten Ileitis beschriebenen histopathologischen 
Veränderungen während der Entzündung, die Sekretion des proinflammatorischen 
Zytokins IFN-gamma, die Sekretion von NO, die nachgewiesene Translokation von 
Bakterien und der Anstieg von aktivierten CD4+ T-Zellen (Heimesaat et al. 2006) 
bekräftigen, dass dieses Modell am ehesten einen M. Crohn im akuten Schub simuliert. 
Die Vorzüge der T. gondii-induzierten Dünndarmentzündung liegen in der über viele 
Versuchsreihen nachgewiesenen Reproduzierbarkeit der terminalen Ileitis und der damit 
verbundenen immunpathologischen Veränderungen. Da die Ileitis bei suszeptiblen C57BL-
Mäusen, bei den hier verwendeten C57BL/6 und BL10 mit nur geringen Unterschieden, 
auslösbar war und auch fast identische Florenverschiebungen (4.1.2) bei beiden 
Wildtypen nachweisbar waren, können somit mögliche Auswirkungen von TLR-Defekten 
auf die Ileitis und Darmfloraveränderungen untersucht werden. In dieser Arbeit wurden 
Tiere mit einem TLR2- und/oder TLR4-Defekt untersucht, denkbar ist auch eine Analyse 
z.B. bei TLR9-defizienten Tieren im BL6-Hintergrund. Ein weiterer Vorteil liegt in der 
kurzen Zeit, in der die pathologischen Veränderungen eintreten. Ab Tag sechs p.i. sind 
infektionsbedingte Veränderungen im Darm, histopathologisch und in der Darmflora, 
erkennbar, wobei die Tiere am Tag acht bis neun p.i. versterben. Beim Samp/Yit(Fc)-
Modell (s.unten) treten pathologische Veränderungen dagegen erst nach Wochen auf 
(Kosiewicz et al. 2001; Bamias et al. 2002). Aufgrund der experimentellen 
Reproduzierbarkeit und der klar beschriebenen entzündungsbedingten Veränderungen 
der Darmflora (siehe auch 4.1.2) und der klinischen Parameter, ist die T. gondii-
induzierte Ileitis als ein wertvolles Darmentzündungsmodell anzusehen für die Analyse 
pathogenetischer Faktoren und die Erprobung therapeutischer Ansätze z.B. durch 
Modulation der Darmflora über Probiotika oder Prebiotika oder die  Anwendung von TLR4-
Antagonisten. Es existieren nur wenige Tiermodelle, in denen eine Dünndarmentzündung 
beschrieben wird (Pizarro et al. 2003; Elson et al. 2005). Die bisher beschriebenen 
Modelle, z.B. die Entwicklung einer spontanen Dünndarmentzündung bei der 
Samp/Yit(Fc)-Maus (Kosiewicz et al. 2001; Bamias et al. 2002) konnten zwar belegen, 
dass sich ausschliesslich bei den mit SPF-Flora rekolonisierten Samp/Yit-Mäusen im 
Vergleich zur gnotobiotischen Kontrollgruppe eine Dünndarmentzündung entwickelte 
(Kosiewicz et al. 2001) bzw., dass die Behandlung mit Ciprofloxacin/Metronidazol eine 
Abschwächung der Immunreaktion herbeiführt (Bamias et al. 2002). Eine grundlegende 
Analyse der Darmflora ist bei diesem Modell aber nicht beschrieben, obwohl der 
essentielle Beitrag bestimmter Guppen der kommensalen Flora zur Induktion einer 
inflammatorischen Reaktion bei Tiermodellen zur Darmentzündung bekannt ist (Rath et 
al. 1996; Dianda et al. 1997; Sartor 1997; Sellon et el. 1998; Onderdonk et al. 1998; 
Schultz et al. 1999; Hans et al. 2000a; Waidmann et al. 2003; Schuppler et al. 2004; 
Lucke et al. 2006) und auch die Abmilderung von Darmentzündung durch die Gabe von 
probiotisch wirksamen Bakterien oder bakteriellen Produkten in neuesten Arbeiten 
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beschrieben wurde (Madsen et al. 2001, Madsen 2001,2006; Gionchetti et al. 2000; 
Floch et al. 2006; Ewaschuk et al. 2006ab; Rioux et al. 2005; Rioux & Fedorak 2006; 
Bibiloni et al. 2005a). In dem in dieser Arbeit beschriebenen T. gondii-induzierten 
Dünndarmentzündungsmodell wurde daher eine umfassende Analyse der Darmflora 
durchgeführt und die Auswirkung einzelner kommensaler Bakterienspezies auf die 
Induktion einer Immunpathologie im Ileum untersucht. 
4.1.2 Der Einfluss von Bakterien im T. gondii-induzierten Ileitis-Modell 
Die Dünndarmentzündung nach T. gondii-Infektion ist ein Modell bei dem es im Verlauf 
der Entzündung reproduzierbar zu einer erheblichen Einschränkung der bakteriellen 
Diversität und einem Anstieg der kommensalen Gram-negativen Darmflora in Form von 
E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. kommt. Andere Bakteriengruppen wie z.B. 
anaerobe Gram-positive Stäbchen waren im entzündeten Dünndarm kaum noch 
nachweisbar im Vergleich zum gesunden Zustand (Abb.8A). Diese Erkenntnisse werden 
durch die umfangreichen Ergebnisse dieser Arbeit zur kultivierbaren Darmflora, ergänzt 
durch molekulare Daten, bekräftigt. Eine reduzierte Diversität der Darmflora und erhöhte 
Anzahl an Gram-negativen Bakterien beim Menschen wurde in entzündeten 
Darmabschnitten von CED-Patienten beobachtet (Martin & Rhodes 2000; Masseret et al. 
2001; Barnich et al. 2003; Seksik et al. 2003; Darfeuille-Michaud et al. 2004; Swidsinski 
et al. 2005). Dieselben Bakteriengruppen stehen im Verdacht, eine GvHD beim Menschen 
auszulösen (Beelen et al. 1999). Eine Überwucherung des Ileums mit Enterobakterien, 
wurde auch für den Zustand nach Leberresektion, bei Portalvenenobstruktion, bei 
längerer parenteraler Ernährung und bei reduzierter Darmmotilität beschrieben (Tarpila 
et al. 1993; Wang et al. 1994; Leveau et al. 1996; Kayama et al. 2000; Husebye 2005). 
Dies weist darauf hin, dass das Überwachsen mit Bakterien am ehesten als Folge einer 
gestörten Dünndarmphysiologie zu werten ist. Die Beobachtung, dass offensichtlich 
besonders Gram-negative Bakterien im Verdacht stehen, an der Entzündungsauslösung 
beteiligt zu sein, führte zur Idee der Gabe von Antibiotika, um diesen Effekt zu 
verringern. Unter Berücksichtigung des Wirkungspektrums der angewandten Antibiotika, 
konnten indirekt Rückschlüsse auf die an der inflammatorischen Antwort beteiligten 
Bakterien gezogen werden. Dieser Ansatz wurde nach der umfassenden Analyse der 
Darmflora im gesunden und entzündeten Darm auch bei der T. gondii-induzierten Ileitis 
verfolgt. Die Behandlung mit Ciprofloxacin/Metronidazol führte dabei zu einer 
signifikanten Reduktion von E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. (3.1.4; Tab.13), was 
von einer Steigerung der Überlebensrate der behandelten Tiere, niedrigeren Werten für 
IFN-gamma und NO und einer abgemilderten Histopathologie im Ileum begleitet war 
(Abb.14/15/16). Eine prophylaktische Gabe von Ciprofloxacin und Metronidazol fünf Tage 
vor der T. gondii-Infektion war dabei effektiver als eine therapeutische Intervention nach 
etablierter Ileitis (Abb.14). Die Abmilderung der T. gondii-Ileitis durch den Einsatz von 
Darmflora eradizierenden Antibiotika, wie Ciprofloxacin und Metronidazol, zeigte den 
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Einfluss intestinaler Bakterien auf die Ausprägung der Immunpathologie. Diese 
Ergebnisse stehen im Einklang mit der Verbesserung der Ileitis bei Antibiotika-
behandelten SAMP/Yit(Fc) Mäusen (Kosiewicz et al. 2001; Bamias et al. 2002). Der 
Schutz vor bzw. die Abmilderung der Ileitis durch antibiotische Behandlung, wie in dieser 
Arbeit dargestellt, zeigte, dass E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. den 
immunpathologischen Schweregrad dieser akuten murinen Ileitis verstärken können. Das 
vorherrschende Auftreten von E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. bei experimenteller 
Colitis bzw. bei Patienten mit CED wurde bereits beschrieben (Onderdonk et al. 1998; 
Schuppler et al. 2004; Swidsinski et al. 2005). Ein colitogenes Potential beider 
Bakteriengruppen (Rath et al. 1999ab, 2001; Waidmann et al. 2003) und der Beitrag 
Gram-negativer Bakterien zum Schweregrad der intestinalen Entzündung wird durch die 
erfolgreiche Behandlung mit Antibiotika bei experimenteller Colitis, und CED bzw. GvHD 
beim Menschen untertützt (Greenbloom et al. 1998; Madsen et al. 2000; Hoentjen et al. 
2003; Beelen et al. 1999). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass sich 
mögliche immunmodulatorische Wirkungen der Antibiotika bei der Behandlung der T. 
gondii-induzierten Ileitis günstig auf die Immunpathologie auswirkten, wie z.B. bei 
Fluorchinolonen (Ciprofloxacin). Diese können in vitro die Bildung von IL-2 induzieren und 
inhibierend auf die Synthese von Interleukin-1 und TNF-alpha wirken. In vitro können 
Fluorchinolone durch Abschwächung der Zytokinantwort Einfluss auf die zelluläre und 
humorale Immunantwort nehmen (Dalhoff & Shalit 2003). Der Anstieg Gram-negativer 
Bakterien und die Abmilderung der T. gondii-induzierten Ileitis vermutlich durch die 
Absenkung der Gram-negativen Bakterienlast, liess einen starken Einfluss dieser 
Bakteriengruppen auf die Darmentzündung erkennen. Um den Beitrag einzelner 
Bakterienspezies im Detail zu untersuchen, war es notwendig, zunächst gnotobotische 
Tiere ohne nachweisbare kultivierbare Flora zu generieren. Durch definierte 
Rekolonisierung mit E. coli, Bacteroides/Prevotella spp. Lactobacillus sp. oder SPF-Flora 
aus gesunden bzw. an Ileitis erkrankten Tieren, konnte das inflammatorische Potenzial 
der einzelnen Bakterienspezies darstellbar gemacht werden (3.1.5). Die sehr geringe 
Histopathologie nach T. gondii-Infektion bei nichtbesiedelten, gnotobiotischen Tieren 
zeigte klar, dass die Induktion einer Immunantwort bei der T. gondii-induzierten Ileitis 
von der Anwesenheit von Bakterien abhängig war (Abb.17B). Eine Ileitis konnte im T. 
gondii-Modell nur ausgelöst werden, wenn eine T. gondii-Infektion von suszeptiblen 
Mäusen UND eine Besiedelung mit Bakterien erfolgte. So war z.B. bei gnotobiotischen 
C57BL/6-Wildtyptieren ohne Rekolonisierung mit Bakterien, keine Ileitis nachweisbar 
(Abb.17B). Nach Monokolonisierung gnotobiotischer Mäuse mit E. coli bzw. 
Rekolonisierung mit Bacteroides/Prevotella spp. wurde zwar bei beiden Gruppen eine nur 
moderate Histopathologie beobachtet, aber die E. coli-monokolonisierten Tiere überlebten 
nicht nach Tag 13 p.i. (Abb.17A/B), während 22% der mit Bacteroides/Prevotella spp. 
rekolonisierten Mäuse bis Tag 22 p.i. überleben konnten. Dies zeigte, dass das 
inflammatorische Potenzial einzelner Arten unterschiedlich war, wobei E. coli und 
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Bacteroides/Prevotella spp. scheinbar additiv die Darmentzündung verstärken können 
(Abb.17B). Interessanterweise wurde ein unterschiedlich inflammatorisches Potenzial 
Gram-negativer Bakterien auch in anderen Untersuchungen beobachtet. In einer Studie 
mit gnotobiotischen IL-2-/- Mäusen wurde nach Monokolonisierung mit E. coli mpk, nicht 
aber nach Kolonisierung mit B. vulgatus mpk oder E. coli Nissle 1917, eine Colitis 
ausgelöst (Waidmann et al. 2003). Mittels Genexpressionanalyse konnte festgestellt 
werden, dass bestimmte mutmasslich antiinflammatorische Gene bei der Kolonisierung 
mit E. coli mpk vermindert, bei Kolonisierung mit E. coli Nissle oder B. vulgatus aber 
verstärkt exprimiert wurden (Bohn et al. 2006). Es wurde eine hohe IL-6 Expression in 
diesem Modell beschrieben, wenn die Tiere mit dem nicht-colitogenem Stamm B. 
vulgatus mpk besiedelt waren, was möglicherweise als ein protektiver Faktor gegen die 
Auslösung der E. coli mpk vermittelten Coilits anzusehen ist (Frick et al. 2006). Ein 
individuelles inflammatorisches Potenzial von Bakterienspezies wurde auch In einem 
spontanen Colitis-Modell mit IL-10-defizienten Mäusen beobachtet. Die Monoassoziation 
der kommensalen Spezies, Enterococcus faecalis bzw. E. coli, führte zu voneinander 
verschiedenen Entzündungsverläufen (Kim et al. 2005). Das gering ausgeprägte 
inflammatorische Potenzial der Laktobazillen im Rahmen der T. gondii-induzierten Ileitis 
(Abb.17B-D) steht im Einklang mit ähnlichen Beobachtungen bei experimenteller Colitis 
(Waidmann et al. 2003; Dieleman et al. 2003; Sartor 2005) und der GvHD beim 
Menschen (Gerbitz et al. 2004). Der genaue Mechanismus durch den Darmbakterien eine 
Ileitis auslösen, ist durch die o.a. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit noch nicht voll 
erklärbar, wenngleich eine entzündungsauslösende und/oder –verstärkende Interaktion 
von Komponenten Gram-negativer Bakterien mit Epithel- bzw. Immunzellen naheliegt. 
Die Verdrängung einer durch Gram-positive Bakterien dominierten gegen eine Gram-
negative Flora im entzündeten Ileum unterstützt dabei die Hypothese, dass spezifische 
bakterielle Antigene Gram-negativer Bakterien wie z.B. das Lipopolysaccharid (LPS) zum 
Entzündungsprozeß beitragen könnten (siehe dazu 4.3). Zusammengenommen 
unterstützen die Daten der vorliegenden Arbeit, die auch durch die Arbeiten anderer 
Autoren (Mordue et al. 2001; Liesenfeld 2002; Robben et al. 2004; Buzoni-Gatel & Werts 
2006, Abb.29) formulierte Hypothese: T. gondii verursacht durch das Eindringen in 
Enterozyten und Makrophagen, eine lokale Immunantwort, die durch zytotoxische Effekte 
und der Sekretion inflammatorischer Zytokine zu einem Zusammenbruch der 
Barrierefunktion und der Physiologie des Darmepithels führt. Die darauffolgende 
Akkumulation von Gram-negativen Bakterien im Ileum und bakterielle Translokation 
verstärkt dann die Entzündung durch weitere Induktion von Zytokinen des Th1-Typs, wie 
z.B. IFN-gamma und IL-12, proinflammatorischer Entzündungsmediatoren wie NO und 
die Rekrutierung von Immunzellen an den Entzündungsort. 
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4.2 Die spezielle Bedeutung von Toll-Like Rezeptoren bei 
beiden Darmentzündungsmodellen 
Da durch die Rekolonisierungsexperimente gnotobiotischer Mäuse der Beitrag der Gram-
negativen Flora, insbesondere von E. coli und Bacteroides/Prevotella spp. zur T. gondii-
Ileitis erkennbar war (3.1.5), sollten die Mechanismen der Entzündungsverstärkung 
genauer untersucht werden. Die Hypothese, dass eine entzündungsverstärkende 
LPS/TLR4-Signaltransduktion an der Ausprägung der Immunpathologie beteiligt sein 
könnte, wurde analog durch Florenanalysen, Vergleich der Überlebensraten, der 
Bestimmung der Histopathologie und Immunmediatoren, sowie der RNA-Expression im 
Ileum bei C57BL/10 Wildtyp und TLR2-, TLR4-, bzw. TLR2+4-defizienten Tieren mit T. 
gondii-induzierter Ileitis untersucht. Gnotobiotische TLR4-defiziente Tiere mit definierter 
Rekolonisierung wurden eingesetzt, um das inflammatorische Potenzial einer E. coli-
Monobesiedelung und von E. coli Lipid A auf die T. gondii-Ileitis zu untersuchen (siehe 
3.2). Die umfangreiche kulturelle Florenanalyse, gestützt durch molekulare Methoden 
(Abb.18) ergab, dass bei allen Gruppen, Wildtyp und TLR-defizienten Tieren, ein 
signifikanter Anstieg von E. coli während der Entzündung stattfand. Der Anteil Gram-
positiver Stäbchen, wie Laktobazillen und Clostridien, war bei allen Gruppen während der 
Entzündung geringgradig erniedrigt, während die Enterokokken und 
Bacteroides/Prevotella spp. geringgradig erhöht waren (Abb.18A). TLR4- bzw. TLR2+4-
defiziente Mäuse zeigten nach T. gondii-Infektion eine verringerte Mortalität und 
Immunpathologie im Verlauf der Ileitis im Vergleich zu TLR2-/- und Wildtyp-Tieren 
(Abb.19A/B). Die Werte für IFN-gamma und NO waren bei den TLR4-defizienten Tieren 
signifikant reduziert (Abb.20A/B). Eine möglicherweise ungleiche Parasitenlast zur 
Erkärung dieser Unterschiede, konnte durch den Nachweis, dass sich in allen 
Experimentalgruppen (Wildtyp und TLR-defiziente Tiere) eine nahezu identische Anzahl 
von Tachyzoiten im terminalen Ileum fand, widerlegt werden (Daten hier nicht gezeigt; 
Heimesaat, Fischer et al. 2007). Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten, dass die Ileitis im 
T. gondii-Infektionsmodell über den TLR4-Signalweg verstärkt wurde. Dies unterstreicht 
die Rolle des LPS Gram-negativer Bakterien für die Auslösung und Verstärkung von 
Darmentzündungen im allgemeinen und wird auch durch die Behandlung gnotobiotischer 
Tiere mit gereinigtem LPS bekräftigt, was einen ähnlichen Entzündungsgrad auslösen 
konnte wie eine E. coli-Monobesiedelung gnotobiotischer Tiere. Ein E. coli-Isolat aus dem 
entzündeten Mausdarm war in der Lage, eine ausgeprägte TLR4-abhängige 
Immunantwort in vivo und in vitro auszulösen (Abb.21B+C und Heimesaat, Fischer et al. 
2007). Genotypisierungen von E. coli-Isolaten mittels RAPD-PCR aus gesundem und 
entzündetem Ileum (3.1.3.3.1) deuteten daraufhin, dass ein während der Ileitis 
akkumulierender E. coli-Stamm hochwahrscheinlich aus der gesunden Normalflora 
entstammte, wo er in nur geringer Zahl nachweisbar war (Abb.18A). Daten zu 
adhärenten invasiven E. coli (AIEC) Stämmen zeigen, dass diese in Makrophagen 
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eindringen, dort überleben und eine starke TNF-alpha Antwort hervorrufen können 
(Boudeau et al. 1999; Glasser et al. 2001; Bringer et al. 2006; Barnich & Darfeuille-
Michaud 2007). Interessante probiotische Therapieansätze gegen adhärent-invasive E. 
coli belegen die mögliche Bedeutung solcher Strategien bei der CED im Menschen 
(Boudeau et al. 2003; Ingrassia et al. 2005). Einige in der vorliegenden Arbeit isolierten 
E. coli-Stämme blieben zwar ohne Nachweis für einige bekannte Pathogenitätsfaktoren 
(Shiga-Toxin stx1/2, Intimin eaeA, alpha-Hämolysin hlyA, Serinprotease espA, 
Katalase/Peroxidase katP, hitze-stabiles Enterotoxin astA), wurden aber nicht auf eine 
mögliche enteroinvasive Kompetenz hin untersucht (3.1.3.3.2). In vitro Daten (hier nicht 
gezeigt) konnten im übrigen zeigen, dass die E. coli-induzierte NO-Ausschüttung aus 
murinen Peritonealmakrophagen durch ein hitze-inaktiviertes Lysat von Lactobacillus 
johnsonii reduziert werden konnte, was schliessen lässt, dass der dominierende Anteil an 
Laktobazillen der gesunden Flora möglichweise eine durch E. coli verursachte 
Immunreaktion verhindern kann (Heimesaat, Fischer et al. 2007). Die Tatsache, dass am 
Tag acht/neun p.i. beim Wildtyp und TLR4-defizienten Mäusen lebende E. coli in 
mesenterialen Lymphknoten, Milz und Leber vergleichbar häufig nachgewiesen werden 
konnten (Daten hier nicht gezeigt; Heimesaat, Fischer et al. 2007), deutete an, dass 
weder TLR2, noch TLR4 die Translokation von Bakterien vermitteln, was in Folge zu 
einem direkten Kontakt von E. coli-Zellwandbestandteilen mit Immunzellen führen kann. 
Erniedrigte IFN-gamma und NO-Werte im entzündeten Ileum TLR4-defizienter Mäuse im 
Vergleich zum Wildtyp und TLR2-/- (Abb.20), unterstützen die Hypothese, dass 
translozierende E. coli die intestinale Entzündungsreaktion über einen LPS-vermittelten 
Signalweg verstärken. In der Folge werden Entzündungsmediatoren aus Makrophagen 
und Granulozyten ausgeschüttet, welche die Gewebezerstörung verstärken und die 
ihrerseits eine sekundäre Immunantwort durch T-Zellen auslösen.  Um die Hypothese des 
TLR4/LPS-vermittelten Mechanismus zur Auslösung der Entzündung noch weiter zu 
stützen, wurden C57BL/6-Mäuse mit T. gondii-Ileitis, die mit dem nicht-resorbierbaren 
LPS-Antagonisten Polymyxin B (Warren et al. 1985; Tsubery et al. 2000, 2000a, 2002; 
2005) behandelt. Die in der vorliegenden Arbeit mit Polymyxin B behandelten Tiere 
wiesen eine abgemilderte Histopathologie (Abb.22A) und erniedrigte NO-Werte (Abb.22C) 
auf, im Vergleich zu Placebo-behandelten Kontrolltieren, wobei eine prophylaktische Gabe 
des Polymyxin B erffektiver war, als eine therapeutische Behandlung. Zudem war die 
Darmlänge bei prophylaktisch mit Polymyxin B behandelten Tieren signifikant weniger 
verkürzt als bei der Placebo-Kontrolle (Abb.22B). Eine Analyse der Flora zeigte, dass E. 
coli bei Polymyxin B behandelten Tieren selektiv eradiziert wurde (Heimesaat, Fischer et 
al. 2007). Die lässt auf eine mögliche zweiseitige Wirkung des Polymyxin B schliessen, 
eine antibiotische Wirkung und die Bindung von LPS. Neben einer antibiotischen 
Modulation der Darmflora über Antibiotika könnte somit auch eine Blockade des LPS-
vermittelten Signalweges zu neuen Wegen in der Behandlung der Ileitis führen. So ist 
bereits eine Reihe von Substanzen bekannt, die z.B. als LPS-Antagonisten LPS-
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induzierbare Zytokinproduktion inhibieren können Untersuchungen zum 
Wirkmechanismus von Polymyxin B belegen, dass Polymyxin B die LPS-induzierte Bildung 
von Zytokinen bei Monozyten aus peripherem Blut effektiv blockieren kann (Tsuzuki et al. 
2001). Polymyxin B ist allerdings beim Menschen aufgrund toxischer Nebenwirkungen 
nicht systemisch anwendbar, weshalb chemische Abwandlungen des Grundgerüstes auf 
ihre Wirksamkeit und möglichen systemischen Einsatz beim Menschen untersucht werden 
(David 2001). Eine Senkung der Toxizität bei z.T. verbesserter Wirkung beschreiben z.B. 
Tsubery et al. (2005). Chemisch modifizierte Konjugate des Polymyxin B waren demnach 
bis zu zehnmal weniger toxisch und konnten die Überlebensrate von Mäusen, die eine 
normalerweise letale Klebsiella-Infektion erhalten hatten, verbessern (Tsubery et al. 
2005). In einer ex vivo Laborstudie konnte nachgewiesen werden, dass Eritoran (E5564) 
die LPS-induzierte Bildung von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und TNF-alpha 
in humanen Monozyten blockieren kann (Czeslick et al. 2006). In vitro kann z.B. eine 
LPS-vermittelte Aktivierung der TNF-alpha Ausschüttung aus Mausmakrophagen durch 
Eritoran inhibiert werden, sowie in vivo die LPS-induzierte Ausschüttung von Zytokinen 
blockiert bzw. eine erhöhte Letalität bei Mäusen nach Behandlung mit E. coli gesenkt 
werden (Mullarkey et al. 2003). Eritoran wurde am Menschen bereits auch auf seine 
Fähigkeit hin überprüft, einen Endotoxinschock zu verhindern (Rossignol et al. 2004). Ein 
weiterer potentieller Kandidat zum Einsatz gegen einen Endotoxinschock beim Menschen 
ist ein kürzlich entdecktes Produkt (CyP) aus dem Cyanobakterium Oscillatoria 
planktothrix FP1. Cyp hat sich als ein effektiver kompetitiver Inhibitor von LPS in vitro 
und im in vivo-Mausmodell herausgestellt (Macagno et al. 2006). Das Lipid A-Mimetikum 
CRX-526 besitzt eine antagonistische TLR4-Aktivität und kann die Interaktion von LPS 
mit dem Immunsystem blockieren. Bei einem DSS-Colitis-Modell und spontaner Colitis 
bei MDR1a-defizienten Mäusen (engl.: multidrug resistence gene 1a) konnte mit CRX-526 
eine Verminderung der gastrointestinalen Entzündung herbeigeführt werden (Fort et al. 
2005). In der vorliegenden Arbeit wurde die Ausprägung der T. gondii-induzierten Ileitis 
bei TLR2-, TLR4- bzw. TLR2+4-defizienten Tieren untersucht. Dabei wurde besonders die 
Wechselwirkung kommensaler Darmbakterien und einzelner Bakterienspezies bei TLR4-
defizienten Tieren beschrieben. Es sind neben TLR4 noch andere TLRs und 
Adaptermoleküle bzw. TLR-Liganden bekannt, die im Rahmen einer T. gondii-Infektion an 
der Ausprägung der Immunpathologie beteiligt sein können (Scanga et al. 2002; Mun et 
al. 2003, 2005; Yarovinsky et al. 2005; Bennouna et al. 2006; Minns et al. 2006; 
Yarovinsky & Sher 2006; Khan et al. 2007). Die Widerstandsfähigkeit des Wirtes gegen 
eine T. gondii-Infektion und die T. gondii-infektionsbedingte Bildung von IL-12 sind von 
dem Adaptermolekül MyD88 abhängig. Bei MyD88-defizienten Tieren konnten sich die 
Parasiten unkontrolliert vermehren, während bei TLR2- bzw- TLR4-defizienten Tieren eine 
normale IL-12 Antwort von DCs auf STAg (lössliches Tachyzoiten-Antigen) zu beobachten 
war (Scanga et al. 2002). Die Auslösung einer inflammatorischen Antwort nach oraler T. 
gondii-Infektion scheint von TLR9 abhängig zu sein, da die Expansion von DCs in 
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mesenterialen Lymphknoten infizierter Mäuse von einer TLR9-Expression abhängig ist. 
Die angeborene Immunantwort auf die orale T. gondii-Infektion wird somit u.a. über 
TLR9 vermittelt (Minns et al. 2006). Weiterhin ist eine möglicher Einfluss einer T. gondii-
Infektion auf den LPS/TLR4-Signalweg beschrieben, da auf der Oberfläche von T. gondii-
infizierten murinen peritonealen neutrophilen Granulozyten nach LPS-Induktion die 
Mobilisierung von TNF-alpha abgeschwächt ist, was auf einen möglichen 
immunsuppressiven Effekt von T. gondii hinweisen könnte (Bennouna et al. 2006). Eine 
Signalweiterleitung über ein Profilin-artiges Molekül aus T. gondii als Ligand für TLR11 
und eine nachfolgende deutliche Ausschüttung von proinflammatorischen IL-12 aus DCs 
ist im murinen Modell beschrieben (Yarovinsky et al. 2005, Yarovinsky & Sher 2006). 
Beim Menschen ist TLR11 allerdings nicht funktional wegen des Vorhandenseins eines 
Stop-Codons im entsprechenden Gen (Zhang et al. 2004). Möglicherweise führt dieser 
TLR11-vermittelte Signalweg, der in der Folge hochwahrscheinlich durch die 
Auswirkungen der TLR4-LPS Signalinduktion überdeckt wird, zu einem initialen lokalen 
Epithelschaden in Ergänzung zu den o.a. Auswirkungen einer T. gondii-Infektion auf die 
Enterozyten (Abb.29). Die o.a. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zum Beitrag Gram-
negativer Bakterien zur T. gondii-induzierten Dünndarmentzündung decken sich mit 
Beobachtungen bei experimentellen Colitismodellen. Hierbei ist bekannt, dass eine 
ausgeprägte Colitis mit einer erhöhten Enterobakterien-Last einhergeht, und dass Mäuse, 
die auf LPS kaum reagieren, eine weniger ausgeprägte Colitis entwicklen (Lange et al. 
1996). Es konnte bei einem DSS-Colitis-Modell mit TLR9-defizienten Mäusen gezeigt 
werden, dass die DNA kommensaler Bakterien eine chronische Dickdarmentzündung 
verstärkt (Obermeier et al. 2005). Weiterhin soll eine experimentelle 
Dickdarmentzündung durch TLR4-Antagonisten und präbiotisch wirkenden bakteriellen 
Substanzen erfolgreich unterdrückt werden können (Fort et al. 2005; Okada et al. 2006). 
Jedoch wird in den verschiedenen Colitis-Modellen die Rolle bakterieller Komponenten 
und angeborener Immunität bei der Auslösung einer Entzündung kontrovers diskutiert, 
da sich z.B. bei Ohkawara et al. (2005) zwischen kranken TLR4-defizienten und 
Wildtypmäusen weder klinische Parameter noch histopathologische Veränderungen 
unterschieden. Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, dass bei 
Tieren mit einer TLR(4)-Defizienz der Schweregrad von T. gondii-Ileitis bzw. DSS-Colitis 
verringert war, haben andere Untersucher (Rakoff-Nahoum et al. 2004; Araki et al. 2005) 
gezeigt, dass MyD88-/-- bzw. TLR4- oder TLR2-defiziente Tiere eine stärker ausgeprägte 
Colitis entwickelten als die Wildtypen. Dies wird damit erklärt, dass die Wechselwirkung 
von TLRs mit kommensalen Antigenen den Differenzierungsgrad von intestinalen 
Epithelzellen und damit die intestinale Homöostase aufrecht erhält, was zum Schutz 
gegen toxische Substanzen wie z.B. dem DSS wichtig sein könnte (Rakoff-Nahoum et al. 
2004). Zusammengefasst zeigt die vorliegende Arbeit, dass intestinale Entzündung 
erheblich von der Zusammensetzung der Darmflora abhängt, und insbesondere Gram-
negative Bakterien zum ilealen Entzündungsprozess beitragen. Dies unterstützt bereits 
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vorhandene Strategien zur Behandlung der CED durch Modulation der Flora über 
Antibiotika oder Probiotika, sowie den möglichen Einsatz von LPS-blockierenden 
Substanzen. Die Verstärkung der Ileitis durch ein Überwuchern mit E. coli macht die 
Notwendigkeit einer detaillierten Analyse der Darmflora deutlich, um den Beitrag 
individueller bakterieller Gruppen oder Spezies zum Krankheitsgeschehen einzuordnen. 
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4.3 Die DSS-Colitis als Darmentzündungsmodell 
Die umfangreiche Florenanalyse der Colonflora konnte in der vorliegenden Arbeit zeigen, 
dass nach siebentägiger Behandlung mit DSS am Tag acht ein signifikanter Anstieg von 
E. coli bei C57BL/10-Wildtyp Tieren, aber nicht bei TLR-defizienten Tieren nachweisbar 
war. Bei anderen Bakteriengruppen wie Laktobazillen und Clostridien, bzw. Enterokokken 
und Bacteroides/Prevotella spp. waren keine signifikanten entzündungsbedingten 
Veränderungen zu erkennen (Abb.23). Eine hohe E. coli-Last war dabei offenbar mit einer 
klinischen Verschlechterung beim Wildtyp im Vergleich zu den TLR-defizienten Tieren 
assoziiert (Abb.24A). Durch die Kombination einer umfangreichen Florenanalyse, der 
Aufnahme klinischer Parameter, sowie der Bestimmung von IFN-gamma in 
Organkulturüberständen ergänzt durch eine Charakterisierung der Florenmuster mittels 
PCR-DGGE, konnte hier gezeigt werden, dass die DSS-induzierte Colitis reproduzierbar 
durch einen deutlichen Verlust der bakteriellen Diversität gekennzeichnet war. Sie ging 
mit einem Anstieg der kommensalen Gram-negativen Bakterien, die als E. coli 
identifiziert werden konnten, einher. Wie bereits oben beschrieben, wird eine 
Überwucherung der Darmflora mit Enterobakterien bei verschiedenen Erkrankungen 
beobachtet (Husebye 2005) und geht vermutlich auf einen Zusammenbruch der 
mukosalen Physiologie und damit der Barrierefunktion zurück. Dies wird auch weitgehend 
durch die Ergebnisse dieser Arbeit zur T. gondii-Ileitis unterstützt. Die bei Entzündung 
vorherrschenden E. coli sind demnach assoziiert mit Entzündung im Colon von IL-2-/- 
Mäusen (Schuppler et al. 2004). Die Akkumulation von Enterobakterien im entzündeten 
Colon DSS-behandelter Mäuse konnte zusätzlich zur kulturellen Analyse mittels DGGE in 
der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Zusätzlich zu den akkumulierenden E. coli 
wurden mittels DGGE bisher nicht-kultivierbare Lactobacillus- bzw. Clostridium-Arten 
detektiert, die im Verlauf der Entzündung zurückgingen bzw. anstiegen (Abb.25A/B). Die 
DGGE wurde bereits bei der Identifizierung von Florenveränderungen im Rahmen von 
spontanen Colitismodellen mit HLA/B27-transgenen Ratten (Hoentjen et al. 2005) und IL-
10 defizienten Mäusen (Bibiloni et al. 2005b), aber auch bei der Charakterisierung von 
bakterien-assoziierter CED im Menschen (Bibiloni et al. 2006) angewendet. Der wichtige 
Beitrag der Colonflora zur Ausprägung einer Colitis konnte durch Abmilderung der 
Entzündung nach antibiotischer Behandlung gezeigt werden (Hans et al. 2000a, Rath et 
al. 2001). Das entzündliche Potential individueller Bakterienspezies kann dabei sehr 
variabel sein (siehe dazu 4.1.2). Dem colitogenen Potential von E. coli nach 
Rekonstitution mit einem E. coli-Isolat bei keimfreien IL2-defizienten Mäusen, steht der 
protektive Effekt von B. vulgatus mpk gegenüber, der die Auslösung einer E. coli-
bedingten Colitis verhindern kann. Der Stamm E. coli Nissle 1917 konnte dagegen keine 
Colitis induzieren (Waidmann et al. 2003). Dies wird auch gestützt durch die 
Beobachtung, dass eine Behandlung mit E. coli Nissle 1917 eine DSS-Colitis abschwächen 
kann (Schultz et al. 2004) und der protektive Effekt dieses E. coli Stammes TLR2 und 
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TLR4 abhängig zu sein scheint (Grabig et al. 2006). Dies deutet auch an, dass das 
entzündliche Potential von E. coli stammabhängig ist. Definierte Mechanismen, durch die 
akkumulierende E. coli die Colitis verschlimmern,  sind bisher nicht bekannt. Dass bei bei 
TLR2-, TLR4-, TLR2+4-defizienten Tieren die Colitis weniger ausgeprägt war, wie in den 
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit beobachtet, belegt die wichtige Funktion von 
LPS und TLR2-Liganden, wie Peptidoglykan und Lipoprotein für die Auslösung und 
Ausprägung der Colitis. Bekräftigt wird dies auch durch die erniedrigten IFN-gamma in 
Organkulturüberständen aus MLN von TLR-defizienten Tieren (Abb. 24B). 
Voruntersuchungen zur Colitis bei LBP-defizienten Mäusen hatten gezeigt, dass auch bei 
Balb/c-Wildtypen im Vergleich zu den LBP-/--Tieren ein signifikanter Anstieg der E. coli-
Last im Verlauf der Entzündung zu beobachten war (Heimesaat, Fischer et al. 2007b, 
PloS ONE). Den LBP-/- Mäusen ging es dabei klinisch signifikant besser, als den Wildtypen. 
Diese Daten wiesen darauf hin, dass der Anstieg von E. coli nicht vom genetischen 
Hintergrund der Tiere abhängig war, sondern als ein genereller entzündungsbedingter 
Effekt zu werten ist. In der vorliegenden Arbeit wurden detaillierte histologische Analysen 
der Colonepithelarchitektur in DSS-behandelten Tieren durchgeführt. Der 
Gewebeschaden wurde doppel-blind nach einem international evaluierten standartisierten 
Punktesystem bewertet. Demnach waren die Gewebeschäden im Colon sehr ähnlich bei 
Wildtyp und TLR2-, TLR4- bzw. TLR2+4-Tieren (Daten hier nicht gezeigt, Heimesaat, 
Fischer et al. 2007b, PloS ONE ). In den hier durchgeführten Untersuchungen konnte 
somit histopathologisch kein TLR-bedingter protektiver Effekt auf die DSS-Colitis 
nachgewiesen werden. Dies steht im Gegensatz zu den Daten anderer Untersucher, dass 
der bei TLR-defizienten Tieren beobachtete DSS-bedingte Epithelschaden vermutlich auf 
eine defekte Gewebeproliferation und Wundheilfunktionen zurückzuführen ist (Rakoff-
Nahoum et al. 2004, Araki et al. 2005). Die abweichenden Ergebnisse könnten aber auch 
mit den unterschiedlichen genetischen Hintergründen der Tiere in beiden Arbeitsgruppen 
zusammenhängen. Eine mögliche TLR5-Flagellin Signaltransduktion könnte bei der 
Auslösung der Entzündungsantwort im Colon bei der vorliegenden Arbeit ebenfalls 
beteiligt sein. In einem C3H/HejBir Colitismodell wurde eine spezielle Form des Flagellins 
aus kommensalen Clostridium spp. als dominantes Antigen identifiziert (Lodes et al. 
2004). Interessanterweise sind ca. 50% der M. Crohn- aber nicht Colitis ulzerosa-
Patienten seropositiv für genau diesen Flagellintyp (Targan et al. 2005). Im DSS-Colitis 
Modell der vorliegenden Arbeit trat eine der Clostridien-Gruppe zuzuordnende Bande bei 
der DGGE-Analyse von Wildtyptieren mit Colitis deutlich hervor (Abb.26A), was auf einen 
möglichen Zusammenhang hinweisen könnte. Eine Identifizierung von Clostridien-
Flagellin und ein eindeutiger Nachweis, dass dies im vorliegenden DSS-Modell, im 
Vergleich zum klar erwiesenen TLR4-LPS Effekt, eine entzündungsfördernde Rolle spielt, 
wurde allerdings hier nicht näher untersucht. Zusammengefasst, unterstützt die 
vorliegende Arbeit die Ansicht, dass eine DSS-Behandlung einen Zusammenbruch der 
mukosalen Physiologie nach sich zieht, was eine Akkumulation von E. coli im entzündeten 
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Colon zur Folge hat. Die Tatsache, dass ähnliche Prozesse bei humaner CED beobachtet 
werden können, hebt die DSS-Colitis als geeignetes Modell zum Studium der 
Wechselwirkungen der kommensalen Darmflora und dem Darmepithel bzw. mit 
Immunzellen des Darms hervor. In diesem Modell kann die Funktion von Darmbakterien 
beim Entzündungsgeschehen, der Beitrag bakterieller Komponenten zur Entzündung und 
die Potenz neuer therapeutischer Ansätze untersucht werden, die auf die Modulation der 
Flora durch Antibiotika oder Probiotika abheben. 
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4.4 Der Einfluss einer Salmonella-Lebendvakzine auf H. 
pylori-induzierte Änderungen der Mausmagenflora 
Eine H. pylori-Infektion beim Menschen kann gastrointestinale Beschwerden hervorrufen 
und im Verlauf einer chronischen Infektion die Entstehung von MALT-Lymphomen und 
Magen-Karzinomen begünstigen (siehe Einleitung 1.4). Da eine Kombinationstherapie mit 
Antibiotika und Protonenpumpeninhibitoren teuer (Rupnow et al. 1999, 2001) und von 
der Mitwirkung des Patienten abhängig ist, gibt es Bestrebungen, eine einfach zu 
verabreichende, wirksame orale Einmalimpfung z.B. in Form einer attenuierten 
Salmonella-Lebendvakzine gegen H. pylori zu entwickeln (Aebischer et al. 2005). Es 
wurden bereits präklinische Studien im Tiermodell basierend auf der Helicobacter-Urease 
als Antigen (Ferrero et al. 1995; Michetti et al. 1994; Gomez-Duarte et al. 1998) und 
klinische Studien am Menschen durchgeführt (Kreiss et al. 1996; Michetti et al. 1999; 
Angelakopoulos & Hohmann 2000; DiPetrillo et al. 1999; Bumann et al. 2001; Metzger et 
al. 2004). Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit lag auf der molekularen Analyse der 
Florenveränderung, die nach einer H. pylori-Infektion bzw. nach Immunisierung mit einer 
Salmonella-Lebendvakzine und anschliessender H. pylori-Infektion im Magen der Maus 
stattfand. Dabei soll insbesondere der möglicherweise pathologische Effekt dieser 
Florenverschiebung diskutiert werden. Es konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt 
werden, dass eine H. pylori-Infektion von einem Anstieg der bakteriellen Diversität in der 
Magenflora begleitet war. Die Ergebnisse der 16S rRNA-Klonbibliotheksanalysen 
(Abb.27/28) zeigten, dass der Anteil residenter Laktobazillen der gesunden Magenflora 
nach H. pylori-Infektion gesenkt wurde, während der Anteil anderer Bakterienspezies 
anstieg. Dieser Anteil bestand neben Laktobazillen und H. pylori aus Arten der 
Clostridium coccoides Gruppe, Clostridium spp., Bacteroides/Prevotella spp., Eubacterium 
spp., Ruminococcus spp., E. coli, Streptococcus spp., Lactococcus spp. und taxonomisch 
zuzuordnenden Vertretern aus dem Cytophaga-Flavobacter-Bacteroides Phylum (Tab.17). 
Der H. pylori-infektionsbedingte Anstieg der Diversität konnte durch eine prophylaktische 
Immunisierung mit der Salmonella-Lebendvakzine (siehe 2.3.3) verhindert werden. Der 
Anteil der Laktobazillen im Magen der immunisierten Gruppe entsprach dem der nicht H. 
pylori-infizierten Tieren (Abb.28). Der Anteil von residenten Laktobazillen der Magenflora 
als mögliches Kolonisierungshindernis für H. pylori und die Anwendung molekularer 
Methoden zur Charakterisierung der Magenflora wurde z.B. bei Gerbilen beschrieben (Sun 
et al. 2003, 2005; Monstein et al. 2000). Beim Menschen wurde ein signifikanter Anstieg 
der Bakterienlast im Magen nach H. pylori-Infektion und Behandlung mit dem 
Protonenpunmpeninhibitor Omeprazol beobachtet (Mowat et al. 2000). Die erhöhte 
Anzahl an Bakterien korrelierte mit erhöhten Nitrit und erniedrigten Vitamin C Werten im 
Magensaft, was möglicherweise dazu führt, dass nitrifizierende Bakterien aufgrund hoher 
Nitritwerte für den Menschen karzinogene Nitrosamine (NOC, engl.: N-nitroso 
compounds) produzieren können. Unter physiologischen Bedingungen kann bei einem 
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niedrigen pH-Wert im Magen, Nitrit mit Hilfe von Vitamin C zu Nitritoxid umgewandelt 
werden (Williams 2001, Mowat et al. 2000; Mowat & McColl 2001). Die Ergebnisse der 
vorliegenden Arbeit belegen, dass eine H. pylori-Infektion grundlegende Änderungen der 
Magenflora bei Mäusen induziert. Dies führt möglicherweise zur Entstehung neuer 
Nischen für Bakterienarten, die sich normalerweise nur transient im Magen befinden. 
Dass Bakterien, die natürlicherweise in distaleren Darmabschnitten lokalisiert sind, den 
Magen von H. pylori-infizierten Mäusen kolonisieren können, deutet an, dass sich diese 
kommensalen Darmbakterien nach H. pylori-Infektion an veränderte physiologische 
Bedingungen im Magen anpassen können (Salzman et al. 2002). Daher könnten in H. 
pylori-infizierten Mäusen, neben H. pylori selbst, auch andere Bakterien aus distaleren 
Darmabschnitten zur Pathologie beitragen, da z.B. Laktobazillen, die Nitrat nicht zu Nitrit 
umwandeln können, durch nitrifizierende Bakterien wie z.B. Clostridien verdrängt 
werden. Zusätzlich zu H. pylori besitzen auch andere Spezies inflammatorisches Potential 
wie z.B. bei der Acinetobacter lwoffii-induzierten Gastritis im Mausmodell (Zavros et al. 
2002a). Ein erhöhter Magen-pH ist offenbar mit Entzündung korreliert (Feldmann et al. 
1996, El Omar et al. 1997, Zavros et al. 2002b). Verminderte Magensäureproduktion 
oder Gewebeschäden induziert durch H. pylori-Infektion könnten als Erklärung für eine 
erhöhte bakterielle Diversität dienen. Beide Parameter, Magen-pH bzw. Gewebeschaden, 
konnten in der vorliegenden Arbeit aber nicht als Erklärung der Florenverschiebung nach 
H. pylori-Infektion dienen. Bei H. pylori-infizierten Tieren war keine erkennbare 
Histopathologie der Magenschleimhaut nachzuweisen und die pH-Messungen des Magens 
ergaben, dass sich die Werte bei H. pylori-infizierten Tieren im Vergleich zu 
immunisierten bzw. PBS-behandelten Mäusen nicht signifikant unterschieden (Aebischer 
et al. 2006, Daten hier nicht gezeigt). Obwohl die Gründe für die H. pylori-induzierte 
Diversitätserhöhung der Magenflora unklar bleiben, unterstützt H. pylori vermutlich die 
Wachstumsbedingungen für Darmbakterien durch die Produktion von Ammonium und 
Bikarbonat aus Harnstoff. Beide Substanzen könnten als Substrat für andere Bakterien 
dienen. Es ist weiterhin bekannt, dass Stress als Folge von Hunger den Anteil der 
Laktobazillen im Mausmagen verringert (Tannock & Savage 1974), wobei die H. pylori-
Infektion auch als eine Art von „Stress“ gewertet werden kann. Der Nachweis 
kommensaler Darmbakterien im Magen von H. pylori-infizierten Tieren könnte neben 
dem Aufstieg von Bakterien aus distaleren Darmabschnitten auch mit dem koprophagen 
Verhalten der Tiere zusammenhängen. Die Gründe für den beobachteten Anstieg der 
bakteriellen Diversität im Magen nach H. pylori-Infektion bleiben damit also nicht 
vollständig geklärt. Zusammengefasst, begünstigt eine H. pylori-Infektion durch die o.g. 
Faktoren offenbar die Ausbildung neuer ökologischer Nischen für Bakterien, die im Magen 
physiologischerweise nicht vorkommen. Die Tatsache, dass durch die Immunisierung die 
H. pylori-Last gesenkt und der physiologische Anteil der Laktobazillen im Magen erhalten 
werden konnte, gibt einen Hinweis darauf, dass mit der Anwendung dieser Vakzine beim 
Menschen möglicherweise pathologische Schäden durch eine dauerhaft hohe H. pylori-
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Last im Magen vermieden werden können. Dass viele 16S rRNA-Sequenzen mit Spezies 
korrespondierten, die als bisher unkultivierbar galten, rechtfertigt den 
molekulargenetischen Ansatz zur komplexen Analyse der Magenflora in der vorliegenden 
Arbeit. Da histopathologische Mukosaveränderungen des Magenepithels weitere 
Änderungen des Ökosystems induzieren könnten, wäre es lohnend, die Techniken zur 
Analyse der H. pylori-induzierten Änderungen der Magenflora in anderen Mausstämmen 
zu untersuchen, in denen sich stärkere Anzeichen einer Immunpathologie im Magen 
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Tab. A: Entzündungs-assoziierte Expression bei Wildtyp BL10 und TLR-defizienten Tieren 








Tab.B: Entzündungs-assoziierte Genexpression bei Wildtyp BL10 und TLR-defizienten 
Tieren (Signal log Verhältnis als Decrease < minus 3) 
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Tab. C: TLR4-abhängige entzündungs-assoziierte Expression (Signal log Verhältnis 











PCR-Protokolle zur Genotypisierung 
Tab. D: PCR-Protokoll für die TLR2-/- Typisierung 
 




Tab. F : PCR-Protokoll für die LBP-/- Typisierung 
 




TLR4 Exon1 sense CAGTCGGTCAGCAAACGCCTTCTTC 
TLR4 Exon1 antisense CAAGGCAGGCTAGCAGGAAAGGGTG 
TLR4 CR sense GCAAGTTTCTATATGCATTCTC 
TLR4 CR antisense CCTCCATTTCCAATAGGTAG 
TLR 2-1 CTTCCTGAATTTGTCCAGTACAGGG 
TLR 2-2 TCGACCTCGATCAACAGGAGAAGGG 














Aqua dest Destilliertes Wasser 
ATCC American type collection center
ATP Adenosintriphosphat 
Bp Basenpaare 
BSA Bovines Serum Albumin
C Cytosin
CED Chronisch entzündliche Darmerkrankungen
ColB Columbia Schafblut Agar
CSPD Dinatrium-3-(4-methoxyspiro{1,2-doxetan-
3,2‘(5‘chloro)tricyclo[3.3.1.13,7] decan}-4-yl)-phenylphosphat  
DF David Fuchs 





DSMZ Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
FISH Fluoreszens in situ Hybridisierung
F Engl.: Forward (vorwärts)
R Engl.: Reverse (rückwärts)
G Guanosin 







JN Julia Niebergall 
KO Knock out 
L Liter 
LB  Luria Bertani  
LP Lamina propria 
M Molar 
MALT Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma 





MMH Markus M. Heimesaat
MW Michaela Wattrodt 
OTU Operative taxonomic unit
PEA Phenyethylalkohol 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung
PCR Polymerase Kettenreaktion











TLR Engl.: Toll like receptor
TMB (3,3′,5,5′-Tetramethylbenzidin)
TNF Tumor Nekrose Faktor
Treg Regulatorische T-Zellen
U Unit 
Tollip Engl.: toll interacting protein
v/v vol/vol 
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